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Notes pre´liminaires
Notations
Nous avons apporte´ un soin particulier a` observer, autant que possible, un formalisme relati-
vement strict concernant la nomenclature des ge`nes et prote´ines cite´s. Les tableaux qui suivent
permettent de retrouver leurs re´fe´rences dans les bases de donne´es (principalement celles du
NCBI www.ncbi.nlm.nih.gov).
Organismes
Le tableau suivant pre´sente les noms noms scientifiques complets des organismes mode`les
cite´s dans ce manuscrit. Pour leurs taxonomies comple`tes, on pourra notamment se reporter a`
la base de donne´e Taxonomy du NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov).
Nom commun Nom latin Abre´viation
Homme Homo sapiens hs
Souris Mus musculus mm
Rat Rattus norvegicus rn
Vache Bos taurus bt
Poule Gallus gallus gg
Poisson ze`bre Danio rerio dr
Xe´nope Xenopus laevis xl
Drosophile Drosophila melanogaster dm
Ne´matode Caenorhabditis elegans ce
Arabette courbe´e Arabidopsis thaliana at
Ma¨ıs Zea mays zm
Riz Oryza sativa ot
Levure de boulanger Saccharomyces cerevisiae sc
Levure Schizosaccharomyces pombe sp
Colibacille Escherichia coli ec
Listeria Listeria monocytogenes lm
Plasmodium Plasmodium falciparum pf
Bacte´rie marine Synechococcus sp. sy.
VIH-1 HIV type 1 HIV-1
Virus du sarcome aviaire Avian sarcoma virus Asv
Tab. 1 – Organismes
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Ge`nes et prote´ines
Dans la mesure du possible, ce manuscrit est re´dige´ en suivant les conventions habituelles de
notations des noms de prote´ines et de ge`nes. Ainsi, les noms de ge`nes sont e´crits en italique, et
les noms de prote´ines en lettres droites. Dans le texte, ces noms seront e´crits en police serif.
On fera pre´ce´der e´ventuellement les noms de ge`nes ou de prote´ines par les initiales de l’or-
ganisme conside´re´ (hs pour Homo sapiens par exemple).
Les mutations ponctuelles sont note´es par exemple a345t, pour la mutation de la 345e base du
ge`ne conside´re´, transformant la base a en t. Les mutations prote´iques sont note´es en majuscules.
Toutes ces mutations sont place´es en exposant.
Exemples :
– hs RasGAP de´signe un produit prote´ique,
– hs RasGAP de´signe le ge`ne codant pour cette prote´ine,
– hs RasGAPW317K de´signe la mutation sur la prote´ine hs RasGAP transformant le trypto-
phane 317 en une lysine.
Les domaines prote´iques sont note´s en gras et en serif. Par exemple : domaine SH3.
Re´fe´rences a` des bases de donne´es
Prote´ine Ge`ne OMIM
Ras
N-Ras 164790
H-Ras 190020
K-Ras 190070
Ras GTPase activating protein
RasGAP RASA1 139150
NF-1 162200
p100GAP 601589
Aurora
Aurora A STK15 603072
Aurora B STK12 604970
Aurora C STK13 603495
Grb2 108355
G3BP 608431
Tab. 2 – Re´fe´rences OMIM des prote´ines cite´es dans ce manuscrit. La base de donne´es OMIM➋
(Online Mendelian Inheritance in Man, www.ncbi.nih.nlm.gov) est un catalogue des ge`nes humains et
des maladies ge´ne´tiques associe´es a` ces ge`nes. Elle contient e´galement des liens bibliographiques et vers
les diffe´rentes donne´es associe´es a` ces ge`nes : se´quences de re´fe´rence, ARNm, se´quences prote´iques, struc-
tures...
Types cellulaires utilise´s
Le tableau 3 pre´sente les diffe´rentes ligne´es cellulaires que nous avons utilise´es dans ces
travaux. En plus de ces ligne´es tumorales, nous avons e´galement utilise´ des cellules NHBE,
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fibroblastes normaux de poumon humain. Les re´fe´rences ATCC renvoient a` l’American Type
Culture Collection (www.atcc.org).
Nom ATCC Type Organe Cellules T Caracte´ristiques
HeLa 1 CCL-2 adenocarcinome col ute´rin e´pithe´liales ✦
HPV-18
p53-
pRB normal
forte aneuplo¨ıdie
MDA-MB-231 HTB-26 ade´nocarcinome sein e´pithe´liales ✦
EGF+
TGF-α+
WNT7B+
HCT116 CCL-247 carcinome coˆlon e´pithe´liales ✦
TGFβ-1+
TGFβ-2+
RasG13C
NCI-H460 HTB-177 carcinome poumon e´pithe´liales ✦ p53 normal
Tab. 3 – Types cellulaires utilise´s. T : tumorige`ne sur souris nude.
1. Initiales du nom de Henrietta Lacks (de´ce´de´e en 1951), dont ces cellules ont e´te´ pre´leve´es (Jones, 1997).
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Contexte et objectifs
Contexte
En guise d’avant-propos, le premier chapitre pre´sente le contexte dans lequel se placent
nos travaux, en exprimant les besoins et les diffe´rentes approches the´rapeutiques dans le
domaine du cancer. A` un niveau plus directement relie´ au sujet de cette the`se, les chapitres
suivants pre´sentent e´galement les contextes cellulaires, mole´culaires et bibliographiques
dans lesquels elle s’inscrit : la signalisation cellulaire et son implication dans le proces-
sus tumoral (chapitre 2), les caracte´ristiques et l’importance des domaines SH3 dans la
signalisation cellulaire (chapitre 3), avant de revenir nous concentrer plus directement
sur la prote´ine RasGAP et ses diffe´rents roˆles dans la re´gulation de la division cellulaire
(chapitre 4).
Objectifs
Les objectifs de ces travaux sont doubles :
– d’une part, il s’agit pour nous d’apporter de nouvelles pistes pour la conception
de mole´cules anti-tumorales ciblant le domaine SH3 de RasGAP, en proposant des
peptides interagissant avec ce domaine et en identifiant pre´cise´ment leur site de
fixation.
– d’autre part, il s’agit e´galement de de´montrer sur un exemple particulie`rement
adapte´ que la technologie des aptame`res peptidiques (chapitre 5) est parfaitement
a` meˆme d’apporter des re´ponses tant sur le plan de la biologie cellulaire pour la
validation d’une approche the´rapeutique (chapitre 6), que sur le plan structural,
en ouvrant de nouvelles voies d’acce`s a` l’obtention de structures de sites d’inte´reˆt
the´rapeutique (chapitres 7 a` 9).
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Premie`re partie
Avant-propos
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Chapitre 1
Cancer : origines mole´culaires et
traitements
L’objectif de ce premier chapitre est de donner un bref aperc¸u de l’incidence
actuelle du cancer dans le monde, de de´peindre les principaux me´canismes mole´-
culaires a` l’origine de cette maladie et de pre´senter un e´tat des lieux des strate´gies
the´rapeutiques aujourd’hui a` la disposition des me´decins pour le traitement des
patients.
1.1 Le cancer : une maladie a` incidence mondiale tre`s impor-
tante
La lecture du tableau 1.1, qui pre´sente les incidences et taux de mortalite´ lie´s au cancer,
impose imme´diatement deux commentaires :
– le cancer est une maladie frappant principalement les populations des pays de´veloppe´s,
– le taux de mortalite´ est nettement supe´rieur dans les pays du monde les moins de´veloppe´s
du fait du manque de moyens the´rapeutiques offerts dans ces re´gions.
Regions Gender Cases
Deaths
Total Per cases
Less developed
Male 113,8 82,3 72,3%
Female 106,9 63,8 59,7%
More developed
Male 433,3 257,5 59,4%
Female 356,5 189,7 53,2%
Tab. 1.1 – Cancer : incidences et taux de mortalite´s recense´s dans les pays plus ou moins
de´veloppe´s. Les nombres de cas sont donne´s pour 100.000 habitants. Donne´es mondiales 2000 (Parkin
et al., 2001)
En termes de pathologies, dans les pays les plus de´veloppe´s de la plane`te, la mortalite´ par
maladies cardiovasculaires est en baisse continue depuis au moins une trentaine d’anne´es. Cette
baisse est principalement due d’une part a` une meilleure prise en charge de l’hypertension et
des autres facteurs de risques, et d’autre part a` une meilleure pre´vention, notamment au niveau
alimentaire. Les autres causes de mortalite´, notamment par accident ou a` la suite de maladies
infectieuses, sont e´galement soit en baisse le´ge`re, soit stables a` un niveau tre`s bas.
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Fig. 1.1 – E´volution des causes de mortalite´ en Europe, entre 1950 et 2000, d’apre`s Hill & Doyon
(2004).
En revanche, la mortalite´ due au cancer ne diminue que tre`s faiblement, et augmente meˆme
dans certains pays (voir figure 1.1 pour l’Europe), au point d’avoir de´passe´ celle due aux maladies
cardiovasculaires, en de´pit des efforts soutenus de recherche, de de´pistage et pre´vention, et de
traitements. Une premie`re hypothe`se pour tenter de justifier cet accroissement est l’augmentation
de l’espe´rance de vie. Cependant, si cette explication est tout a` fait en accord avec l’importante
incidence du cancer chez les personnes aˆge´es, elle n’est pas suffisante, comme le montre la lecture
des graphiques de la figure 1.2. En effet, ces graphiques semblent montrer que le cancer n’est
pas la premie`re cause de mortalite´ des personnes tre`s aˆge´es, mais est responsable de plus de la
moitie´ des de´ce`s des femmes aˆge´es de 45 a` 65 ans, et des hommes aˆge´s de 55 a` 65 ans.
L’accroissement de l’espe´rance de vie ne peut donc expliquer comple`tement l’augmentation
de la mortalite´ due au cancer. Il faut rechercher d’autres justifications, et notamment essayer
d’identifier les modifications d’exposition a` des facteurs de risque comportementaux et environ-
nementaux. L’augmentation de la consommation de tabac dans les pays de´veloppe´s entre les
anne´es 1940 et 1980 peut expliquer en partie l’augmentation de mortalite´ par cancer observe´e
actuellement. L’e´chelle de temps de la latence des effets du tabac sur l’apparition de cancer e´tant
de l’ordre de plusieurs dizaines d’anne´es, la re´cente et relative diminution de consommation n’est
probablement pas encore tre`s visible au niveau de la mortalite´ due au tabac.
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Fig. 1.2 – Mortalite´ en France en 1999 par classes d’aˆges, en pourcentages.
Les tableaux 1.2 pre´sentent les dix localisations les plus fre´quentes (en terme d’incidence)
de cancer en France pour les hommes et les femmes. On y retrouve nettement les tre`s fortes
incidences des cancers lie´s au tabac (poumon, oesophage, gorge) pour les deux sexes, mais
e´galement la tre`s importante incidence des cancers de la sphe`re gyne´cologique chez la femme
(sein, ute´rus, ovaires).
D’autre part, il est inte´ressant de comparer dans ces tableaux la proportion de cas mortels
selon l’incidence du type de cancer conside´re´. Notamment, chez la femme, le cancer du sein
qui est a` la fois le plus fre´quent et celui occasionnant le plus de de´ce`s, est moins fre´quemment
mortel (environ 35% de cas mortels) que le cancer du poumon, pour lequel on retrouve un taux
de mortalite´ a` peu pre`s similaire a` celui des hommes (femmes : 86%, hommes 90%). Ainsi, le
cancer du poumon qui ne repre´sente que le quatrie`me type de cancer le plus fre´quent chez les
femmes, est le second en terme de nombre de de´ce`s.
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(a) Hommes
Cancer
Cases Deaths
# Total Per 100 000 # Total Per 100 000 Per case
All sites 5 317 905 174,4 3 522 366 115,5 66,2
Lung 1 901 746 29,6 1 810 419 26,6 89,9
Stomach 2 558 458 18,3 2 405 215 13,3 72,6
Prostate 3 542 990 17,8 6 204 313 6,7 37,6
Colon/Rectum 4 498 754 16,4 4 254 816 8,4 51,1
Liver 5 398 364 13,1 3 383 593 12,6 96,3
Oesophagus 6 278 985 9,2 5 226 901 7,4 81,3
Bladder 7 259 771 8,5 9 99 059 3,3 38,1
Oral cavity 8 169 524 5,6 11 80 839 2,7 47,7
Non-Hodgkin lymphoma 9 166 624 5,5 10 93 309 3,1 56,0
Leukaemia 10 144 321 4,7 8 109 309 3,6 75,7
(b) Femmes
Cancer
Cases Deaths
# Total Per 100 000 # Total Per 100 000 Per case
All sites but skin 4 737 646 157,6 2 686 313 89,4 56,7
Breast 1 1 050 346 34,9 1 372 969 12,4 35,5
Cervix uteri 2 470 606 15,7 5 233 372 7,8 49,6
Colon/Rectum 3 445 963 14,8 4 237 595 7,9 53,3
Lung 4 337 115 11,2 2 292 700 9,7 86,8
Stomach 5 317 883 10,6 3 241 352 8,0 75,9
Ovary etc. 6 192 379 6,4 7 114 240 3,8 59,4
Corpus uteri 7 188 952 6,3 14 44 712 1,5 23,7
Liver 8 165 972 5,5 6 164 961 5,5 99,4
Oesophagus 9 133 342 4,4 8 110 600 3,7 82,9
Non-Hodgkin lymphoma 10 120 804 4,0 11 67 818 2,3 56,1
Tab. 1.2 – Incidences et taux de mortalite´ par types de cancer. Donne´es mondiales 2000 (Parkin
et al., 2001)
Plusieurs facteurs peuvent eˆtre invoque´s pour tenter d’expliquer ces diffe´rences de taux de
mortalite´ des patients atteints de cancers situe´s dans ces organes. La diffe´rence des fre´quences
d’e´volution mortelle des cancers du sein et du poumon est probablement la plus facilement expli-
quable, sans avoir besoin de conside´rer les diffe´rences e´videntes entre les tissus. Premie`rement, le
de´pistage, de plus en plus syste´matique, des cancers du sein chez les sujets a` risques (aˆge, nombre
d’enfants, ante´ce´dents familiaux. . . ) permet un diagnostic plus pre´coce des tumeurs mammaires
que des cancers pulmonaires, dont les premiers signes cliniques sont bien souvent ceux d’un
cancer tre`s avance´ (forte douleur, fatigue, ganglions. . . ) et me´tastatique. Sur un plan the´rapeu-
tique, la chirurgie mammaire est souvent tre`s efficace, et permet la disparition quasi-comple`te
de la tumeur, alors que la re´section de tumeurs du poumon est une ope´ration tre`s lourde et dont
l’efficacite´ est moins souvent totale.
Pour mieux appre´hender ces disparite´s des taux de survie des patients atteints de diffe´rents
types de cancers, il serait inte´ressant de comparer les e´volutions historiques de ces taux avec les
apparitions des nouvelles me´thodes de diagnostic et des nouvelles the´rapeutiques. Concernant
les cancers du poumon et certains autres cancers (notamment gastro-intestinaux), les chimio-
the´rapies classiques apparues depuis les anne´es 1950 n’ont apporte´ que de faibles ame´liorations
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des taux de survie. Ce n’est qu’aujourd’hui, avec la de´couverte des particularite´s mole´culaires
de ces cancers, et la mise au point de the´rapies cible´es, que, dans certains cas, une ame´lioration
de la prise en charge a pu eˆtre apporte´e 1.
1.2 Origines mole´culaires du cancer
Sous l’appellation tre`s ge´ne´rale de cancer, on de´signe une pathologie, aux origines tre`s varie´es,
et qui se caracte´rise par l’e´chappement de certaines cellules de l’organisme aux me´canismes de
re´gulation de la prolife´ration et de la diffe´rentiation cellulaire. Ces amas de cellules de´re´gule´es
prennent alors le nom de tumeur. Un individu atteint d’un cancer a` un stade avance´ est bien
souvent porteur d’un grand nombre de tumeurs.
1.2.1 Me´canismes empeˆchant l’apparition de tumeurs
Les cellules de notre organisme sont programme´es ge´ne´tiquement pour se diviser et se diffe´-
rencier de fac¸on tre`s controˆle´e. Certaines des multiples modalite´s de controˆle de ces re´gulations
seront l’objet de de´veloppements ulte´rieurs dans ce manuscrit. Ne´anmoins, on peut citer ici
tre`s rapidement quelques me´canismes de cette re´gulation, et qui agissent normalement pour
empeˆcher l’apparition de tumeurs.
Limitation du nombre de divisions La plupart des cellules sont capables de re´aliser un
nombre limite´ de divisions 2, en raison principalement de l’activite´ de diverses prote´ines re´duisant
a` chaque division la longueur des te´lome`res 3. Ainsi, au dela` d’un certain nombre de divisions,
ces enzymes commencent a` atteindre les parties codantes des extre´mite´s des chromosomes, ou` de
nombreux ge`nes vitaux sont place´s. Les cellules qui se sont donc divise´es un trop grand nombre
de fois, et dont les te´lome`res sont tre`s raccourcis, meurent et ne peuvent donner naissance a`
une tumeur 4. Pour des raisons e´videntes, certaines cellules de notre organisme, notamment les
cellules souches, ont besoin d’avoir un potentiel de division quasi illimite´. Dans ces cellules, une
prote´ine, la te´lome´rase hs TERT, est exprime´e, et re´tablit a` chaque division les te´lome`res a` leur
longueur normale (Nakamura & Cech, 1998). Il en est de meˆme pour les cellules des ligne´es ger-
minales, qui posse`dent donc des te´lome`res longs, permettant aux cellules issues d’une fe´condation
de de´marrer le de´veloppement d’un organisme avec une capacite´ de division initiale re´tablie a`
une valeur suffisante 5. Les cellules cance´reuses sont susceptibles d’e´chapper a` ce me´canisme en
restaurant un niveau d’expression de la Te´lomerase re´tablissant les te´lome`res a` leur longueur
initiale a` chaque division.
1. Les nouvelles indications de l’imatinib (Gleevec➤) dans certaines tumeurs stromales gastro-intestinales et
dans le dermatofibrosarcome protube´rant sont probablement l’un des meilleurs exemples de ce type (Sawyers,
2002).
2. Cette limitation du nombre des divisions possibles a e´te´ constate´e pour la premie`re fois in vitro par Hayflick
& Moorhead (1961).
3. Extre´mite´s principalement non codantes des chromosomes, constitue´es essentiellement de re´pe´titions suc-
cessives d’un motif simple compose´ de la succession de bases : TTAGGG.
4. Cette limitation du nombre de divisions est appele´e « se´nescence » de premier stade M1 (Rangarajan &
Weinberg, 2003). Une seconde e´tape de limitation des divisions (M2) intervient peu apre`s si la premie`re est de´passe´e
(par l’inactivation de p53 par exemple) et donne lieu a` une tre`s importante mortalite´ cellulaire (« crise »). Cette
seconde e´tape n’est de´passe´e que par les cellules qui auront acquis une inactivation de la te´lome´rase hs TERT
(Cong et al., 2002)
5. Nous verrons plus loin que cette Te´lome´rase est une cible majeure en cance´rologie.
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Inhibition de contact L’inhibition de la prolife´ration initie´e par les contacts des cellules entre
elles est un autre processus permettant d’empeˆcher l’apparition de tumeurs. Ce me´canisme repose
a` la fois sur des signaux transmis a` distance, au travers de la matrice extracellulaire (mole´cules
qui diffusent autour d’une cellule) et par des signalisations de contact direct entre cellules. C’est
ce meˆme me´canisme qui provoque l’arreˆt de la division cellulaire de cultures primaires dans une
boˆıte lorsque la confluence est atteinte. En revanche, la plupart des ligne´es tumorales adhe´rentes
continuent leur prolife´ration meˆme lorsque le fond de la boˆıte est couvert. Ce me´canisme semble
eˆtre base´ principalement sur la voie de signalisation β-catenin/Cadherin (Orford et al., 1999).
Au niveau de l’organisme, ce syste`me permet des re´ponses adapte´es a` diffe´rentes situations :
de´clenchement de la division cellulaire pour le remplacement de cellules de´truites puis arreˆt de
la division cellulaire lorsque le remplacement est termine´.
Maintien de l’inte´grite´ du ge´nome De nombreux me´canismes, impliquant notamment les
prote´ines p53 ou pRB 6, permettent a` une cellule de de´tecter une e´ventuelle alte´ration de son ge´-
nome, a` la suite, soit d’une division cellulaire anormale, soit d’un autre e´ve´nement (par exemple
cassure de l’ADN par un rayonnement ionisant, stress de natures diverses). Cette de´tection
provoque une cascade d’e´ve´nements qui de´clenchent l’entre´e en apoptose de la cellule. Ce me´-
canisme a pour effet d’e´liminer la plupart des cellules susceptibles de ge´ne´rer l’apparition de
tumeurs (Olivier et al., 2002).
1.2.2 Ne´cessite´ de l’accumulation d’e´ve´nements pour l’apparition d’une tu-
meur
Ces diffe´rentes re´gulations ope`rent donc en paralle`le pour empeˆcher l’apparition de tumeurs.
Lorsqu’une cellule acquiert la capacite´ d’enfreindre l’une de ces limitations, en raison par exemple
d’une agression exte´rieure, les autres cellules, reste´es normalement intactes, ne permettent pas a`
cette cellule de donner naissance a` une tumeur. L’apparition d’une tumeur est donc un e´ve´nement
qui devrait eˆtre tre`s rare, en raison pre´cise´ment de cette ne´cessite´ d’accumulation de mutations
au sein de meˆmes cellules. Il a ainsi e´te´ de´montre´ qu’il est ne´cessaire et suffisant (Hahn et al.,
1999) de modifier l’expression de quelques ge`nes cle´s 7 pour transformer des cellules normales en
culture en une ligne´e tumorale.
1.2.3 Oncoge`nes et Ge`nes suppresseurs de tumeur
Les ge`nes implique´s dans ces me´canismes, tant pour empeˆcher une cellule de devenir can-
ce´reuse que ceux qui permettent la progression tumorale ont e´te´ regroupe´s en deux familles :
oncoge`ne et ge`ne suppresseur de tumeur (ou anti-oncoge`ne).
Oncoge`nes et proto-oncoge`nes Les oncoge`nes ont d’abord e´te´ identifie´s dans le ge´nome
de virus 8 (murins ou aviaires principalement) provoquant des cancers suite a` l’infection virale
(voir par exemple le cas de la prote´ine Src Parker et al., 1981). Ce sont des ge`nes, qui lorsqu’ils
sont exprime´s dans une cellule, provoquent l’apparition d’une tumeur. Longtemps apre`s leur
identification dans ces virus, des ge`nes quasiment identiques et tre`s conserve´s ont e´te´ identifie´s
6. Proto-oncoge`ne implique´ dans le re´tinoblastome.
7. Expression de la te´lome´rase TERT , d’un alle`le oncoge`ne de Ras, et de l’oncoge`ne viral SV40-T .
8. J. Michael Bishop et Harold E. Varmus ont rec¸u le Prix Nobel de Me´decine en 1989 pour leurs travaux sur
les oncoge`nes issus de re´trovirus (Bishop, 1982).
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chez les verte´bre´s. Ces ge`nes sont donc homologues a` des oncoge`nes, mais leur expression dans une
situation normale ne de´clenche pas de processus tumoral (voir figure 1.3). Cependant, a` la suite
d’une mutation ou d’une expression de´re´gule´e, ils peuvent donner naissance a` une tumeur : ces
ge`nes ont donc e´te´ appele´s proto-oncoge`nes, car ils ne sont pas a` proprement parler des oncoge`nes
(toujours dans le cas de Src, voir par exemple Irby et al., 1999). Les prote´ines exprime´es par ces
ge`nes ont en ge´ne´ral des roˆles importants dans la division et la diffe´renciation cellulaire.
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Fig. 1.3 – La transformation d’un proto-oncoge`ne en oncoge`ne actif est plus fre´quente que la
de´le´tion des deux alle`les d’un ge`ne suppresseur de tumeur (d’apre`s Alberts et al., 2002a).
Ge`nes suppresseurs de tumeur A l’oppose´ des oncoge`nes, il existe un certain nombre de
ge`nes qui codent pour des prote´ines (notamment pRB et p53 Vogelstein & Kinzler, 1992) jouant
un roˆle de gardien et empeˆchant une cellule de devenir cance´reuse, meˆme si elle exprime un
oncoge`ne. Pour qu’une cellule devienne cance´reuse, il faudra donc que cette activite´ ait disparu,
ce qui ne peut arriver qu’apre`s une inactivation des deux alle`les de ce ge`ne, ou une inhibition du
produit de ce ge`ne 9. Un certain nombre de cancers he´re´ditaire sont dus a` l’expression, dans ces
familles, d’un alle`le inactif d’un tel ge`ne suppresseur de tumeur : en cas de perte de fonction du
second alle`le, une cellule portant la mutation he´rite´e peut devenir tumorale (voir figure 1.3). Cet
e´ve´nement e´tant nettement plus fre´quent qu’une perte de fonction successive de deux alle`les, les
individus de ces familles de´veloppent fre´quemment des cancers 10.
9. Les prote´ines E6 et E7 du Papillomavirus se fixent et inhibent les prote´ines suppresseurs de tumeur p53 et
pRB.
10. L’apparition d’une tumeur suite a` l’inactivation d’un ge`ne suppresseur de tumeur a donc un caracte`re
re´cessif, alors que la modification d’un proto-oncoge`ne en oncoge`ne active´e a un caracte`re dominant.
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1.2.4 Caracte`re e´volutif des tumeurs
Une tumeur apparaˆıt tout d’abord sous la forme d’une seule cellule anormale, ayant acquis
des caracte`res particuliers lui donnant un avantage se´lectif (au sens de Darwin) sur les cellules
voisines, et ayant perdu toutes les re´gulations qui lui donnaient un comportement « solidaire »
du reste de l’organisme. De plus, les me´canismes qui ont donne´ naissance a` ces mutations, ont
« brise´ les verrous » de maintien de l’inte´grite´ du ge´nome. La tumeur, au de´part un simple
clone (c’est-a`-dire un amas de cellules identiques issues d’une seule cellule), va donc pouvoir
e´voluer. La rapidite´ des divisions cellulaires, les stress induits par l’hypoxie accompagnant le
de´veloppement tre`s rapide de la tumeur avec une ne´o-vascularisation insuffisante, ainsi que les
e´ventuels traitements vont permettre une e´volution acce´le´re´e avec une forte pression de se´lection.
Les nouvelles anomalies ge´ne´tiques qui vont alors survenir ne vont plus eˆtre e´limine´es mais au
contraire se´lectionne´es pour les e´ventuels avantages qu’elles apportent aux cellules de la tumeur.
Ce caracte`re tre`s instable des tumeurs ne doit pas eˆtre perdu de vue lorsque l’on conc¸oit
une nouvelle mole´cule anti-tumorale cible´e : il faudra trouver le juste e´quilibre entre la forte
spe´cificite´ pour la cible afin d’e´viter les effets secondaires (par action de la mole´cule sur d’autres
prote´ines), et l’insensibilite´ a` de faibles variations du site vise´, suite par exemple, a` des mutations
ponctuelles de la cible 11.
1.2.5 Facteurs de risques
La recherche de facteurs de risques implique´s dans le processus tumoral a une grande impor-
tance, non seulement pour l’ame´lioration de la pre´vention du cancer et de la prise en charge des
patients, mais e´galement pour apporter des informations sur le processus menant a` l’apparition
des tumeurs.
Ge´ne´tiques La pre´disposition ge´ne´tique au cancer est le premier facteur de risque a` prendre en
compte. Cependant, les cas ave´re´s de cancer he´re´ditaire sont relativement rares. En effet, comme
nous l’avons vu pre´ce´demment, il existe de nombreux me´canismes comple´mentaires empeˆchant
l’apparition de tumeurs. Les e´ventuelles mutations transmises peuvent donc n’avoir que de rares
expressions finales sous forme de cancer, en raison de la ne´cessite´ d’accumuler d’autres mutations
sur des proto-oncoge`nes ou des ge`nes suppresseurs de tumeur. L’augmentation du risque lie´ a`
ces mutations he´rite´es n’est donc que rarement discernable a` l’e´chelle de familles (la recherche
de transmission mende´lienne de ces cancers he´re´ditaires ne donne de re´sultat que dans des cas
tre`s particuliers mais souvent tre`s graves). En revanche, l’ave`nement de la ge´nomique a` grande
e´chelle a permis d’identifier, au moyen de cohortes larges, des ge`nes dont certains alle`les sont lie´s
a` une augmentation du risque de cancer. L’un des exemples les plus connus dans ce domaine est
certainement la de´couverte par Hall et al. (1990) et Claus et al. (1991) du ge`ne BRCA1 dont un
alle`le provoque une augmentation du risque de de´veloppement de cancer du sein. Dans un cadre
plus familial, l’e´tude de plus de quarante familles ame´ricaines et sue´doises touche´es par une
forme particulie`re de cancer de la prostate, a permis a` Smith et al. (1996) d’identifier un locus
chromosomique portant plusieurs ge`nes tre`s probablement implique´s dans cette augmentation
du risque d’apparition de cancer.
11. Gorre et al. (2001) ont ainsi de´crit un me´canisme de re´sistance a` la mole´cule STI-571/Gleevec par une
mutation au niveau de son site de fixation sur l’oncoge`ne Bcr/Abl.
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Comportementaux La majorite´ des facteurs de risques identifie´s jusqu’a` pre´sent tient aux
comportements des individus, en particulier a` leurs statuts tabagique et alcoolique, a` leurs
habitudes alimentaires et a` leur exposition au soleil.
Si l’exposition chronique au tabac et a` l’alcool a e´te´ de´montre´e comme augmentant a` terme
le risque de de´velopper un cancer, les effets carcinoge`nes de l’alimentation sont plus difficiles a`
mettre en e´vidence. On peut toutefois citer en exemple les populations des pays grands consom-
mateurs de produits (poissons, viandes) fume´s ou sale´s, dont les taux de cancers de l’appareil
digestif sont supe´rieurs a` ceux de la population mondiale (voir par exemple les travaux d’e´pide´-
miologie des cancers de Hill & Doyon, 2004). De meˆme, certaines habitudes alimentaires de pays
asiatiques ont un impact sur l’incidence des cancers des voies digestives de leurs populations
(Kim et al., 2002, Lee et al., 1990). Enfin, on peut signaler que la cuisson des aliments en foyer
ouvert au bois, a` l’inte´rieur des habitations, pratique´e par une majorite´ de la population mon-
diale, repre´sente un facteur de risque important pour les cancers des voies respiratoires (Band
et al., 1990).
L’exposition au soleil des peaux blanches pose e´galement un proble`me particulie`rement aigu,
notamment dans les pays tre`s ensoleille´s, telle l’Australie, dont une grande partie de la popu-
lation est d’origine irlandaise (roux a` peau tre`s claire). L’absence de pigmentation augmentant
l’exposition des couches internes aux actions carcinoge`nes des rayonnements ultraviolets, ces
populations, peu adapte´es a` leur environnement, sont sujettes a` de fre´quents cancers de la peau
(Diepgen & Mahler, 2002).
Environnementaux Les autres facteurs de risques de de´veloppement de cancers proviennent
souvent d’agressions du milieu environnant : exposition chronique a` des vapeurs de produits
chimiques, a` une radioactivite´ anormalement e´leve´e (victimes de l’accident nucle´aire de Tcher-
nobyl, populations expose´es a` des explosions nucle´aires. . . ), ou meˆme pollution atmosphe´rique
industrielle ou urbaine. Il est certain que de nombreux produits ont une activite´ carcinoge`ne.
En revanche, il est tre`s difficile de tirer de quelconques conclusions sur le plan the´rapeutique et
the´orique (compre´hension des me´canismes d’apparition) de ces cancers tre`s souvent multifacto-
riels.
Cancers d’origine infectieuse Meˆme s’il n’existe pas de virus oncoge`nes humains a` propre-
ment parler (tels que les virus murins ou aviaires, provoquant l’apparition de tumeurs dans pre`s
de 100% des animaux infecte´s), de nombreux cancers humains sont corre´le´s a` une infection virale.
L’exemple le plus notoire et le plus e´tudie´ est probablement celui de la tre`s fre´quente association
entre infection par des papillomavirus (notamment HPV 16 ) avec les cancers de l’ute´rus (Bosch
et al., 1995, Schiffman & Castle, 2003).
Le second exemple largement e´tudie´ concerne le lien entre l’infection chronique par Helicobac-
ter pylori et adenocarcinome gastrique. Cette bacte´rie semble en effet eˆtre le principal facteur de
risque de ce type de cancer, en modifiant au sein de l’hoˆte le niveau de re´ponse immunitaire ainsi
que diffe´rentes voies de signalisation implique´es dans la re´gulation de la prolife´ration cellulaire
(Stoicov et al., 2004).
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1.3 Strate´gies the´rapeutiques anti-tumorales
Apre`s avoir pre´sente´ les origines mole´culaires du cancer et le proble`me de sante´
publique qu’il repre´sente, sera de´crit dans cette partie notre objectif : contribuer
au de´veloppement de nouvelles strate´gies the´rapeutiques. Ces nouvelles strate´gies,
ciblant des e´ve´nements pre´cis survenant au cours du processus tumoral, sont ap-
pele´es a` comple´ter les the´rapeutiques traditionnelles (me´dicamenteuses ou non).
1.3.1 The´rapeutiques non me´dicamenteuses
Aborder les diffe´rentes options the´rapeutiques propose´es aux patients atteints de cancer sans
commencer par les deux voies qui sont, de par l’histoire de la pratique clinique et, de par leurs
fre´quences d’usage encore les plus importantes, constituerait un oubli.
Chirurgie
Pour les tumeurs solides non (ou peu) me´tastase´es, la chirurgie reste le traitement de re´fe´rence
dans la plupart des cas. En effet, lorsque la tumeur est circonscrite a` un organe particulier,
la re´section de cet organe (tout ou partie, selon son importance et celle de la tumeur) est
tre`s efficace. Ce type d’intervention est pratique´ depuis fort longtemps et avec beaucoup de
succe`s, notamment dans le cas des cancers du sein diagnostique´s tre`s toˆt. Lors de l’intervention
proprement dite, le chirurgien doit s’assurer d’avoir comple`tement retire´ les tissus cance´reux, sans
avoir disse´mine´ des cellules provenant de la tumeur : dans la plupart des cas, l’organe entier doit
eˆtre retire´. Cependant, la chirurgie n’est qu’un traitement local de la maladie, dont l’extension
dans l’organisme est souvent tre`s difficile a` e´valuer. En effet, meˆme si la tumeur primaire retire´e
par chirurgie est de tre`s petite taille, il peut exister de nombreux ıˆlots me´tastatiques plus petits
que la taille minimale de´tectable cliniquement (meˆme a` l’aide de dispositifs complexes et adapte´s
tels que imagerie PET, scanner-X ou IRM).
Radiothe´rapie
Le principe de la radiothe´rapie consiste a` exposer les cellules d’un organisme a` des rayonne-
ments ionisants a` haute e´nergie. Le passage de ces rayons ionisants dans ces cellules va provoquer
l’apparition de radicaux libres (notamment O• ou O•−2 ). Ces radicaux vont ensuite re´agir avec
les diffe´rentes mole´cules de la cellule, et notamment avec l’ADN. Ce me´canisme peut provoquer
des cassures double-brin de l’ADN, empeˆchant par la suite la division de la cellule et entraˆı-
nant sa mort. C’est pre´cise´ment l’effet que l’on recherche dans un traitement anti-tumoral :
de´truire la tumeur en empeˆchant les cellules de se diviser. Bien e´videmment, pour les tumeurs
internes, les rayonnements utilise´s vont devoir traverser les tissus sains les entourant. Pour e´viter
l’apparition de le´sions trop importantes sur les tissus sains, plusieurs techniques ont e´te´ de´ve-
loppe´es. La premie`re consiste a` utiliser un rayonnement fortement focalise´ sur la zone tumorale.
La majeure partie de l’e´nergie administre´e sera alors concentre´e en un petit volume et donnera
un effet toxique important sur la zone tumorale. En revanche, les tissus normaux environnant
ne recevront qu’une dose faible, non toxique. Parmi les autres techniques permettant d’ame´lio-
rer l’index the´rapeutique 12, on peut citer le fractionnement de dose ou encore l’utilisation de
12. L’index ou feneˆtre the´rapeutique est le ratio entre le controˆle tumoral (ie. le pourcentage de cellules tumorales
de´truites) et les complications sur les tissus normaux.
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produits radio-sensibilisant les zones hypoxiques. En effet, les tumeurs e´tant souvent mal vascu-
larise´es et donc en hypoxie, cette hypoxie entraˆıne une mauvaise re´ponse a` la radiothe´rapie, de
par la faible formation de radicaux O•.
Cependant, la chirurgie et l’utilisation de rayonnements ionisants ne sont maintenant plus
jamais utilise´es sans administration d’une chimiothe´rapie adjuvante. La pratique actuelle se
dirige donc vers une combinaison des trois grandes classes de traitements : chirurgie (pour
l’aspect local, la tumeur primaire), radiothe´rapie (local avant et/ou apre`s re´section, ou ge´ne´rale,
selon l’importance de la tumeur et sa disse´mination) et chimiothe´rapie (voie ge´ne´rale).
1.3.2 Strate´gies non cible´es : mole´cules cytotoxiques
La chimiothe´rapie anticance´reuse classique utilise des mole´cules cytotoxiques non cible´es.
Dans l’expression « non cible´es », il faut entendre que leur activite´ cytotoxique n’est pas lie´e
au caracte`re tumoral ou non des cellules soumises a` ce traitement. En revanche, les cibles mo-
le´culaires de ces agents sont tre`s bien connues dans la plupart des cas. On trouvera dans le
tableau 1.3 une liste des principales mole´cules disponibles sur le marche´, regroupe´es par classes
the´rapeutiques. Ces mole´cules ont toutes pour objectif d’empeˆcher la division cellulaire et de
de´truire les cellules en division, par des me´canismes relativement diffe´rents. Le de´veloppement
de ces the´rapies a e´te´ base´ sur la division permanente et tre`s rapide des cellules tumorales, alors
que la plupart des cellules de l’organisme sont quiescentes. Cependant, de nombreux tissus non
tumoraux sont e´galement en perpe´tuel renouvellement, et en premier lieu, les cellules sanguines,
qui sont issues de divisions cellulaires permanentes a` partir de cellules souches he´matopo¨ıe´tiques.
Les effets secondaires des agents anti-cance´reux non cible´s sont donc concentre´s sur ces types
cellulaires et peuvent lors de traitements aigus provoquer une aplasie me´dullaire importante.
Dans certains cas, on proce`de meˆme a` une auto-greffe de moelle osseuse apre`s la chimiothe´rapie,
afin de restaurer un syste`me sanguin normal.
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Agents alkylants
Moutarde a` l’azote
Alke´ran
Caryolysine
Chloraminophe`ne
Endoxan
Holoxan
Busulfan
E´thyle`nes imines Thiote´pa
Esters sulfoniques Misulban
Agents proches des alkylants
Nitroso-ure´es
Be´lustine
Bicnu
Muphoran
Estracyt
Ste´re´ocyt
Zanosar
Me´thyl-CCNU
Diakyltriaze`nes De´tice`ne
Sels de platine
Cisplatyl
Oxalyplatine
Carboplatine
Agents intercalants de l’ADN
Anthracyclines
Aclacinomycine
Adriblastine
Ce´rubidine
Farmorubicine
Rubidazone
The´prubicine
Zavedos
Autres agents intercalants
Amsidine
Ame´tycine
Celiptium
Lyovac
Mithracine
Novantrone
Agents antime´taboliques
Analogue des purines
Lanvis
Nipent
Purine´thol
Leustatine
Analogue des pyrimidines
Aracytine
Fluoro-uracile
Floxuridine
Gemcitabine
Analogues de l’adenine Fludara
Antagonistes des folates Me´thotrexate
Inhibiteurs de la thymidilate synthase
Tomudex
Thymitaq
Inhibiteurs de la formation du fuseau
Alcalo¨ıdes issus de la pervenche
Eldisine
Navelbine
Oncovin
Velbe´
Taxo¨ıdes
Taxol
Taxote`re
Autres agents
Inhibiteurs de la topoisome´rase I
Camptote´cine
Topote´can
Inhibiteurs de la topoisome´rase II
Vehem
Ve´peside
Autres agents
Ble´omycine
Hexastat
Hydre´a
Kidrolase
Natulan
Vesanoid
Me´thyl-gag
Tab. 1.3 – Principales classes de mole´cules anti-tumorales (sous leur de´nomination commerciale)
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Les diffe´rentes classes de ces mole´cules the´rapeutiques sont pre´sente´es sur le tableau 1.3.
Toutes ont pour objectif l’inhibition de la division cellulaire, de fac¸on non cible´e. Les strate´gies
utilise´es sont de diffe´rents types :
– Inhibition de la synthe`se des bases de l’ADN : les anti-me´tabolites inhibent diffe´rentes
enzymes des voies de biosynthe`se des constituants de l’ADN, empeˆchant ainsi la re´plication
de l’ADN ne´cessaire a` la division cellulaire (voir la revue Elgemeie, 2003),
– Inhibition de la re´plication de l’ADN : les alkylants et intercalants, en se liant de fac¸on
covalente a` l’ADN, empeˆchent sa re´plication (Izbicka & Tolcher, 2004). Les inhibiteurs des
Topoisome´rases empeˆchent la re´gulation de la structure de la chromatine (surenroulement)
ne´cessaire a` la re´plication de l’ADN, (Larsen et al., 2003, Holden, 2001).
– Inhibition de la formation du fuseau mitotique : les alcalo¨ıdes issus de la pervenche (Bud-
man, 1997) et les taxo¨ıdes (Jordan & Wilson, 2004) empeˆchent la formation des complexes
prote´iques ne´cessaires a` la bonne se´gre´gation des chromosomes au cours de la division
cellulaire en inhibant ou en favorisant la polyme´risation de la Tubuline.
1.3.3 Nouvelles strate´gies : the´rapeutiques cible´es
Les nouvelles strate´gies the´rapeutiques cible´es exploitent les diffe´rences mole´culaires qui
existent entre des cellules tumorales et des cellules normales, et tentent de ge´ne´rer un index
the´rapeutique en ciblant des ge`nes ou des prote´ines exprime´es (mute´es, surexprime´es. . . ) spe´ci-
fiquement dans les tumeurs (voir par exemple les revues Ross et al., 2004, Sawyers, 2004).
Mole´cules classiques (interagissant avec des prote´ines)
Bien souvent il s’ave`re que ces mole´cules n’ont pas d’activite´ cytotoxique, mais plutoˆt une
activite´ cytostatique, re´versible. Leur toxicite´ cellulaire pour les tissus non tumoraux est donc
peu importante. Ces agents the´rapeutiques sont de plus en plus souvent utilise´s en synergie
avec des mole´cules cytotoxiques. Les effets des deux types de traitement se comple´tant, ceci
permet d’administrer des doses moins importantes de me´dicaments cytotoxiques dont les effets
inde´sirables sont alors diminue´s.
Les objectifs de ces strate´gies sont les suivants :
– Proposer de nouvelles the´rapeutiques pour les cancers ne re´pondant pas a` la chimio-
the´rapie classique,
– Diminuer les effets secondaires des chimiothe´rapies, par rapport a` ceux dus aux mo-
le´cules cytotoxiques,
– E´viter le de´veloppement de re´sistances aux chimiothe´rapies,
– Obtenir une meilleure ade´quation du traitement avec les caracte´ristiques intrin-
se`ques du cancer pre´sente´ par le patient.
L’ave`nement de cette nouvelle e`re de la the´rapeutique anti-cance´reuse n’a e´te´ rendu possible
que tre`s re´cemment, graˆce a` la conjonction des e´ve´nements suivants :
– De´veloppement exceptionnel des biotechnologies : mise sur le marche´ de produits
de nouveaux types (prote´ines recombinantes, anticorps monoclonaux humanise´s. . . ), uti-
lisation de nouvelles techniques de conception de mole´cules actives,
– Ame´lioration des outils diagnostiques, arrive´e dans les services hospitaliers de tech-
niques jusque la` re´serve´es aux laboratoires de recherche : ge´notypage, PET-scan, puces a`
ADN/ARN. . .
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Fig. 1.4 – Imatinib inse´re´ dans le site ATP de la kinase Abl. Structure PDB : 1IEP (Nagar et al.,
2002).
Le choix des cibles constitue l’une des questions sous-jacentes les plus importantes a` ces
nouvelles strate´gies the´rapeutiques. L’ide´e de base consiste a` identifier une prote´ine cle´ de l’e´tat
tumoral (dont l’activite´ ou le niveau d’expression est tre`s spe´cifique de cet e´tat), et a` s’en
servir comme cible the´rapeutique : il s’agit donc d’inhiber l’activite´ de cette prote´ine a` l’aide
d’une mole´cule administrable au patient. Les strate´gies base´es sur le me´canisme meˆme de la
division cellulaire, exploite´es par les chimiothe´rapies classiques, doivent eˆtre comple´te´es par
de nouvelles strate´gies visant a` inhiber des cibles dont la de´re´gulation joue un roˆle crucial
dans la division cellulaire incontroˆle´e. D’importantes recherches ont e´te´ mene´es pour concevoir
des mole´cules inhibant les voies de signalisation implique´es dans la division cellulaire et dans
l’apoptose, qui sont de´re´gule´es dans les cancers. Ces mole´cules ont pour but d’annuler les effets
des transformations de proto-oncoge`nes en oncoge`nes. De meˆme, il serait e´galement inte´ressant
de restaurer l’activite´ des prote´ines suppresseurs de tumeurs, lorsque cela est possible 13. La
restauration de l’expression de ces ge`nes suppresseurs de tumeur par the´rapie ge´nique a donne´
de bons re´sultats aux cours d’essais cliniques re´cents (McNeish et al., 2004).
Principales cibles Les principales cibles qui ont jusqu’a` pre´sent e´te´ e´tudie´es dans le cadre de
la conception de nouvelles classes d’anti-cance´reux sont les suivantes :
1. Re´cepteurs aux facteurs de croissance a` activite´ tyrosine kinase L’objectif est soit
d’empeˆcher la fixation du ligand sur ces re´cepteurs, soit d’inhiber spe´cifiquement l’activite´
tyrosine kinase des re´cepteurs mute´s oncoge`nes (Noble et al., 2004).
– VEGFR (implique´ dans l’angioge´ne`se tumorale) :
– bevacizumab (Avastin➤, anticorps monoclonal dirige´ contre VEGF, Willett et al.,
2004)
13. Par exemple dans le cas de l’infection par le Papillomavirus, dont les prote´ines E6 et E7 inhibent les prote´ines
p53 et pRB, il peut eˆtre inte´ressant de chercher a` empeˆcher cette inhibition. Dans le cas des de´le´tions ge´nomiques
de ces ge`nes, une restauration de leur expression par the´rapie ge´nique serait e´galement approprie´e.
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– SU5416 (inhibiteur de l’activite´ kinase de Flk-1/KDR (VEGFR-2), abandonne´ en 2002,
voir Fong et al., 1999)
– PTK787/ZK 222584 (inhibiteurs de l’activite´ kinase de VEGFR-1 et VEGFR-2, en
phase III de de´veloppement clinique, Wood et al., 2000)
– HER2 (membre de la famille des EGFR, implique´ dans certains cancers du sein et de la
prostate, ou associe´ avec un mauvais pronostic) :
– trastuzumab (Herceptin➤, anticorps monoclonal humanise´ dirige´ contre le re´cepteur
HER2, Baselga et al., 1998, Cho et al., 2003)
– EGFR (Yarden, 2001, Harari, 2004)
– cetuximab (Erbitux➤, anticorps monoclonal, Huang et al., 1999, Ciardiello et al.,
1999)
– gefitinib (Iressa➤, Ciardiello et al., 2000), inhibiteur de l’activite´ tyrosine kinase,
– erlotinib (Tarceva➤, Ng et al., 2002)inhibiteur de l’activite´ tyrosine kinase,
– FGFR (plusieurs mole´cules sont en cours d’e´valuation pre´clinique et clinique)
2. Prote´ines a` activite´ kinase
– Bcr/Abl (implique´e dans la leuce´mie mye´lo¨ıde chronique a` chromosome de Philadelphie
t(9, 22)) et c-Kit (implique´e dans les GIST, tumeurs stromales gastro-intestinales) sont
inhibe´es au niveau du site de liaison a` l’ATP de leur domaine kinase, par imatinib
(Gleevec➤, Druker, 2004)
– PI3K : inhibe´ par la mole´cule Wortmannin (Arcaro & Wymann, 1993)
– Autres kinases de la signalisation cellulaire en cours de de´veloppement clinique en tant
que cibles : Aurora (inhibiteurs : voir p. 92), Raf (Rudin et al., 2001), p38 MAPK (Hi-
deshima et al., 2003), Akt (Mitsiades et al., 2004), CDKs (Senderowicz, 2003), PTEN
(Sansal & Sellers, 2004), PDK-1 (Storz & Toker, 2002, Alessi et al., 2004)
3. Phosphatases Certaines phosphatases implique´es dans la re´gulation de la progression du
cycle cellulaire ont e´te´ valide´es comme cibles en oncologie : cdc25A/B (Eckstein, 2000) ou
encore PTP1-B (Yang et al., 1999).
4. Prote´ines anti-apoptotiques Le me´canisme carcinoge`ne implique souvent une activa-
tion de facteurs anti-apoptotiques. Certaines prote´ines implique´es dans l’apoptose ont e´te´
valide´es comme cibles, et des mole´cules inhibant ces prote´ines sont actuellement en de´ve-
loppement clinique :
– APO2L / TRAIL (Nagane et al., 2001)
– Trail-R1
– Bcl-2 (Zhang, 2002)
– prote´ines de la famille des IAP (Inhibitor of Apoptosis Protein)
5. Autres cibles
– Hsp90 (prote´ine chaperone Beliakoff & Whitesell, 2004)
– HIF-1 (facteur de transcription implique´ dans la re´ponse a` l’hypoxie Yeo et al., 2004)
– HDAC (histone de´-ace´tylase, prote´ine implique´e dans la modification de l’accessibilite´ a`
la transcription de l’ADN, voir par exemple Vigushin & Coombes, 2004)
– mTOR (cible de la Rapamycine, dont le roˆle mole´culaire est encore mal connu, Yu et al.,
2001, Rowinsky, 2004, Carraway & Hidalgo, 2004).
– Ras (Cohen et al., 2000, Lerner et al., 1995)
– p53/MDM2 (MDM2 est une prote´ine exerc¸ant une re´gulation ne´gative de l’activite´ pro-
apoptotique de p53 ; l’inhibition de l’interaction p53/MDM2 a e´te´ re´cemment valide´e
comme e´tant une cible prometteuse, dans le cadre de la conception d’inhibiteurs d’in-
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teractions prote´ine-prote´ine, voir notamment Vassilev et al., 2004, Klein & Vassilev,
2004)
Inhibition cible´e de la traduction prote´ique
Une approche diffe´rente et relativement re´cente consiste en l’utilisation d’oligonucle´otides
pour inhiber la production de prote´ines particulie`res. La plupart des cibles cite´es ci-dessus se
preˆtent the´oriquement a` cette approche. Cette strate´gie repose sur l’utilisation d’ARN anti-
sens ou d’ARN interfe´rents (siRNA, shRNA. . . ). De courts fragments d’ARN, homologues a`
l’ARNm codant pour la prote´ine cible´e, sont administre´s (sous formes prote´ge´es pour e´viter leur
de´gradation), pe´ne`trent dans la cellule, et venant s’hybrider sur l’ARNm, vont provoquer sa
de´gradation par un me´canisme re´cemment e´lucide´ (Hannon, 2002). Cette technique s’apparente
bien e´videmment a` celle de´veloppe´e notamment par He´le`ne (1994), qui repose sur l’utilisation
d’oligonucle´otides modifie´s, e´galement homologues a` des ARNm et dont l’hybridation sur cet
ARNm va provoquer l’arreˆt de la transcription.
Ces nouvelles techniques consistent donc a` utiliser un oligonucle´otide comme agent permet-
tant d’inhiber (de fait) la fonction d’une prote´ine. Cette approche n’est donc pas a` proprement
parler a` classer dans la meˆme cate´gorie que la the´rapie ge´nique, puisqu’elle n’a a priori pas d’ef-
fet transmissible ge´ne´tiquement. Plusieurs essais cliniques de phases avance´es sont actuellement
en cours, utilisant une telle technologie.
1.3.4 Le marche´ actuel de l’oncologie
Le tableau 1.4 pre´sente les principaux laboratoires commercialisant des me´dicaments anti-
cance´reux, classiques ou cible´s, avec leurs chiffres d’affaires respectifs.
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Rank Company M$ % Marketed products Phase III
1 B. M. S. 2,751 16.0 Erbitux (cetuximab, ’04) Ixabepilone (a novel epothilone)
Taxol (paclitaxel, ’92/’04) Javlor (vinflunine)
Ifex (ifosfamide, ’92/’08)
Paraplatin (carboplatin, ’89)
2 AstraZeneca 1,929 11.2 Arimidex (anastrozole, ’95/’09)
Casodex (bicalutamide, ’95/’08)
Faslodex (fulvestrant, ’02/’21)
Iressa (gefitinib, ’03/’13)
Nolvadex (tamoxifen citrate, <’82/’05)
Tomudex (raltitrexed)
Zoladex (goserelin, ’89/’05)
3 Roche a 1,514 8.8 Bondronat (ibandronate)
Furtulon (doxifluridine)
Herceptin (trastuzumab, ’98)
Kytril (granisetron, ’93)
Mabthera/Rituxan (rituximab, ’97)
Roferon-A (interferon α-2a, ’84)
Xeloda (capecitabine, ’98)
4 G. S. K. 1,242 7.2 Myleran (busulfan, <’82)
Purinethol (mercaptopurine, <’82)
Hycamtin (topotecan, ’96)
Navelbine (vinorelbine, ’94)
Bexxar (131I-tositumomab, ’03)
5 Amgen 1,224 7.1 Aranesp (darbepoietin α, ’01) Palifermin
Neulasta (pegfilgrastim, ’02) Epratuzumab
Neupogen (filgrastim, ’91)
6 Novartis 1,151 6.7 Gleevec (imatinib mesylate, ’01/’13) PTK787 (VEGF inhibitor)
Zometa (zoledronic acid, ’01/’07)
Femara (letrozole, ’97/’11)
7 Sanofi-Aventis 1,079 6.3 Eloxatin (oxaliplatine, ’02) tirapazamine
Campto (irinotecan)
Taxotere (docetaxel, ’96/’10)
8 J. & J. 894 5.2 Doxil (doxorubicin, ’95/’06)
Leustatin (cladribine, ’93)
9 Abbott b 799 4.7 mainly diagnostics Atrasentan
10 Pfizer c 795 4.6 Aromasin (exemestane, ’99) SU5416
Camptosar (irinotecan, ’96/’07)
Ellence (epirubicin, ’99/’06)
11 Eli Lilly 611 3.6 Gemzar (gemcitabine, ’96/’10)
Alimta (pemetrexed, ’04/’11)
12 Schering-P. 607 3.5 Caelyx (doxorubicin)
Intron A (interferon α-2b, ’83)
Temodar (temozolomide, ’99/’10)
Ethyol (amifostine, ’95/’12)
a. including Genentech
b. including Takeda/Abbott (TAP)
c. including Pharmacia
Tab. 1.4 – Leaders du marche´ de l’oncologie, et leurs principaux produits, en 2004. Pour les
mole´cules sur le marche´, les de´nominations commerciales sont donne´es, suivies, entre parenthe`ses, de leur
nom usuel et des dates d’approbation par la FDA et d’expiration des brevets (quand les donne´es ont pu eˆtre
obtenues). D’apre`s (Featherstone & Griffiths, 2002), les sites internet de ces groupes pharmaceutiques, le
site de la FDA www.accessdata.fda.gov et www.abpi.org.uk. Les chiffres d’affaires indique´s concernent
les ventes en 2000 aux USA en millions $, dans le secteur de l’oncologie.
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La figure 1.5 pre´sente les pre´visions de ventes des nouvelles classes de mole´cules anti-tumorales
cible´es pour 2005. Les ventes d’anticorps monoclonaux the´rapeutiques, qui repre´sentent a` l’heure
actuelle, avec les prote´ines recombinantes (e´rythropo¨ıe´tine par exemple) une large part du chiffre
d’affaire des produits d’origine biotechnologique, sont appele´es a` s’accroˆıtre encore dans les an-
ne´es a` venir.
Forecast sales in 2005 (US $m)
EGFR inhibitors
Immunotherapies
Anti-angiogenics
Gene therapy
Monoclonal antibodies
0 2,000 4,000 6,000 8,000 10,000
Fig. 1.5 – Pre´visions des ventes en 2005 des nouvelles classes de me´dicaments anti-cancereux
(d’apre`s Featherstone & Griffiths, 2002)
Conclusion du premier chapitre
Ce chapitre, place´ en avant propos, avait pour objectif de rappeler les principaux me´canismes
mole´culaires de tumorige´ne`se ainsi que les strate´gies the´rapeutiques anti-cance´reuses les plus
couramment utilise´es ou encore en de´veloppement. De plus, il nous est apparu important, avant
d’aborder plus concre`tement le sujet de cette the`se, d’essayer de donner un ordre de grandeur
de l’importance du marche´ repre´sente´ par ces mole´cules, marche´ auquel nos recherches visent a`
apporter de nouveaux produits.
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Deuxie`me partie
Introduction
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Chapitre 2
Signalisation cellulaire et
the´rapeutique
2.1 Les signaux cellulaires : la base de la vie
Quel que soit l’organisme que l’on conside`re, qu’il soit unicellulaire (bacte´ries, levures. . . )
ou multicellulaire (. . . jusqu’a` l’homme), toute la re´gulation de son cycle de vie est base´e sur
l’e´change de signaux intra- et inter-cellulaires. Cette signalisation cellulaire prend les formes les
plus varie´es que l’e´volution a imagine´es, mettant en œuvre des mole´cules message`res, des mo-
difications chimiques, des changements conformationnels, etc. La mole´cule universelle porteuse
de l’information ge´ne´tique, l’ADN, est une forme de signal, permettant la transmission d’une
quantite´ formidable d’information a` la descendance d’une cellule ou d’un individu.
L’e´tude du signal ve´hicule´ par l’ADN, signal que l’on pourrait qualifier de parfait, semble
tre`s avance´e a` l’heure actuelle, avec les publications re´centes de ge´nomes entiers d’organismes
(et notamment le ge´nome humain, publie´ en grande partie simultane´ment en 2001, International
Human Genome Sequencing Consortium, 2001, Venter, 2001), meˆme si la compre´hension de la
re´gulation e´pige´ne´tique de l’expression des ge`nes est encore tre`s mal connue. En revanche, le
recensement et la compre´hension des me´canismes de re´gulation intra- et inter-cellulaire qui ont
lieu dans tout organisme n’en sont qu’a` leurs balbutiements.
On peut donc distinguer principalement deux formes de signalisation cellulaire : la signali-
sation extra ou intercellulaire, et la signalisation intracellulaire.
2.1.1 Un mode`le de la signalisation cellulaire
Avant d’entrer dans les de´tails des diffe´rents modes de signalisation intra- et inter-cellulaire,
la figure 2.1 propose un mode`le plus ge´ne´ral de cette signalisation.
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Ge´ne´ration du signal
Propagation
Re´ception
E´limination
Fig. 2.1 – Mode`le simplifie´ de signalisation
– Ge´ne´ration d’un signal : apparition d’un stress chimique (hypoxie, rayons ionisants. . . ),
synthe`se d’une hormone, d’un neurotransmetteur, stimulus e´lectrique le long d’un axone,
libe´ration d’ions au sein d’une cellule, transcription d’un ge`ne, etc,
– Propagation du signal : au travers de la circulation sanguine, par diffusion a` travers
des membranes cellulaires, par modification chimique, etc,
– Re´ception du signal : ouverture de canaux ioniques transmembranaires, fixation d’une
hormone sur un facteur de transcription, fixation d’un facteur de croissance sur un re´cep-
teur, etc,
– E´limination du signal et retour a` l’e´tat initial : de´gradation active de mole´cules,
disparition du stress, etc.
Sur la base d’un tel mode`le, tre`s simplifie´, on peut envisager de cre´er des cellules virtuelles,
voire des organismes entiers virtuels, en explicitant, en mode´lisant tous ces signaux et en « si-
mulant la vie ». Mais l’encheveˆtrement de l’ensemble de ces signaux, leur immense varie´te´ et
les infinies nuances que l’on ne fait pour l’instant qu’imaginer ou apercevoir rend ce projet par-
ticulie`rement difficile. Deux projets, ame´ricain et japonais, de mode´lisation comple`te de deux
plantes, l’arabette courbe´e Arabidopsis thaliana, dicotyle´done et le riz Oryza sativa, monocoty-
le´done, sont en cours actuellement (The Multinational Coordinated Arabidopsis 2010 Project,
2000, Harris, 2002). L’ensemble des ge`nes de ces organismes a e´te´ se´quence´, et leurs fonctions
sont peu a` peu identifie´es. L’objectif de ces projets est l’obtention in silico d’informations sur
les modes de signalisation cellulaire, ce qui permettrait la de´couverte de nouvelles informations
inaccessibles par l’expe´rimentation directe.
D’autres projets consistent en la cre´ation de bases de donne´es (exhaustives a` terme) des
interactions entre les diffe´rentes prote´ines d’un organisme, pour essayer de tracer des re´seaux de
communication intra-cellulaires (Aladjem et al., 2004, Colland et al., 2004, Brent, 2004, Lok &
Brent, 2005).
2.1.2 Signalisation inter-cellulaire
Au sein des organismes unicellulaires, la signalisation extracellulaire est certes re´duite, mais
ne´cessaire pour la cellule qui doit s’informer des conditions de son environnement pour y re´agir.
Dans ce domaine, la conservation de certains me´canismes au long de l’e´volution est ainsi parfois
tre`s surprenante : les ge`nes implique´s dans des re´ponses tre`s complexes a` des signaux intra-
individu, au sein d’organismes tre`s e´volue´s, sont parfois issus de ge`nes dont on retrouve la trace
dans des bacte´ries, avec une fonction proche.
La prochaine section de ce chapitre pre´sente brie`vement les diffe´rents modes de signalisation
intercellulaire au sein des organismes eucaryotes supe´rieurs.
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2.1.3 Signalisation intra-cellulaire
La conservation des prote´ines responsables de la signalisation intra-cellulaire au cours de
l’e´volution des espe`ces est tre`s importante. Au fil des chapitres de cette introduction, pour
chaque prote´ine e´tudie´e, une bre`ve pre´sentation de ses homologues sera propose´e. En effet, la
signalisation intra-cellulaire repose sur des me´canismes dont les origines sont tre`s anciennes, ce
qui rend l’e´tude des homologies des prote´ines qui en sont responsables tout a` fait pertinente.
2.2 Signalisation inter-cellulaire
2.2.1 Voie endocrine
La voie endocrine de signalisation cellulaire concerne les re´gulations les plus importantes de
la vie des organismes tre`s complexes : croissance ge´ne´rale de l’organisme, cycles sexuels. . . Les
mole´cules vecteurs de ces signaux sont principalement des hormones circulant a` grande dis-
tance dans l’organisme, au travers du sang. La plupart de ces hormones ont une forte capacite´
a` traverser les membranes cellulaires, et jouent un roˆle direct de cofacteurs de transcription,
favorisant la fixation de complexes prote´iques initiant la transcription de ge`nes. Ces hormones
sont synthe´tise´es puis se´cre´te´es dans la circulation sanguine par des cellules spe´cialise´es se trou-
vant principalement dans les diffe´rentes glandes endocrines de l’organisme (thyro¨ıde, thymus,
ovaires, testicules). Certaines de ces hormones sont de courts peptides, d’autres de petites mole´-
cules ste´ro¨ıdiennes. Si les peptides, ge´ne´ralement hydrophiles, ne peuvent franchir les membranes
cellulaires et sont reconnus par des re´cepteurs transmembranaires, en revanche les hormones ste´-
ro¨ıdiennes, dont font partie la majorite´ des hormones sexuelles, sont hydrophobes et rentrent
directement dans les cellules pour se fixer sur des re´cepteurs nucle´aires ayant un roˆle de facteurs
de transcription.
Contact-dependent
signaling cell target cell
membrane-
bound signal
molecule
Paracrine
target
cells
local
mediator
Endocrine
endocrine cell receptor
target cell
bloodstream
target cell
hormone
Synaptic
neurone
synapse
cell
body
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neurotransmitter
target cell
Fig. 2.2 – Diffe´rentes modalite´s de signalisation intercellulaire (d’apre`s Alberts et al., 2002b)
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2.2.2 Voie paracrine
Cette voie concerne des signaux a` faible distance, transmis par se´cre´tion dans le milieu
extracellulaire de diverses mole´cules, qui peuvent eˆtre reconnues par des re´cepteurs se trouvant
soit a` la surface de la cellule responsable de cette se´cre´tion directement, soit a` la surface de
cellules proches.
2.2.3 Neurotransmetteurs
Au sein des synapses, des transmissions de signaux sous la forme de se´cre´tion de neuro-
transmetteurs dans la fente synaptique, par l’extre´mite´ de l’axone excitateur sont responsables
d’une cascade de re´actions enzymatiques au sein du neurone-cible, en aval de la synapse. Ces
interactions vont permettre la transmission de l’influx nerveux.
2.2.4 Signalisation de contact
La signalisation de contact est particulie`rement importante lors du de´veloppement et dans
les diffe´rents me´canismes de la re´ponse immunitaire. Tre`s sche´matiquement, il s’agit en fait
d’une forme particulie`re de signalisation paracrine, dans laquelle la mole´cule message`re reste
accroche´e a` la membrane de la cellule se´cre´trice. Ainsi, lors de la pre´sentation d’antige`nes couple´s
aux prote´ines du CMH (Complexe Majeur d’Histocompatibilite´, intervenant dans diffe´rentes
phases de la re´ponse immunitaire), les fragments antige´niques expose´s n’ont pas besoin de se
de´solidariser de la cellule pre´sentatrice pour eˆtre reconnus par les diffe´rents lymphocytes.
2.3 Les diffe´rents modes de signalisation intra-cellulaire
Il existe une tre`s grande diversite´ de modalite´s de communication intra-cellulaire. Nous ne
nous inte´resserons dans ce manuscrit qu’aux signaux transmis par des prote´ines, et ne discuterons
pas des signaux transmis par des acides nucle´iques ou d’autres mole´cules (ions, lipides, et autres
mole´cules biologiques ni prote´iques ni nucle´iques).
La premie`re et principale distinction que l’on peut faire entre les modes de signalisation
impliquant des prote´ines est la suivante :
– Signalisation par action enzymatique : le signal est transmis d’une prote´ine A a` une
prote´ine B par modification de B, sous l’action d’une re´gion de A 1,
– Signalisation sans action enzymatique : le seul contact entre les prote´ines A et B suffit
a` la transmission du signal, sans que A n’entraˆıne de modification durable de B 2.
Dans un souci de simplification, nous ne nous inte´resserons ici qu’aux deux modes les
plus re´pandus au sein de la voie de signalisation impliquant les prote´ines Ras : phosphoryla-
tion/de´phosphorylation et interaction prote´ine-prote´ine. Les paragraphes suivants pre´sentent
brie`vement la signalisation par phosphorylation/de´phosphorylation, les kinases et phosphatases
1. Les activite´s enzymatiques sont elles-meˆmes tre`s varie´es : modifications post-traductionnelles (farne´sylation,
ubiquitination, ace´tylation, me´thylation, hydroxylation), phosphorylation/de´phosphorylation, clivage prote´oly-
tique (formation de fragments ayant diffe´rentes fonctions), modification de chaˆınes late´rales, oxydation/re´duction
(notamment formations de ponts disulfures). . .
2. L’interaction entre les deux prote´ines va cependant tre`s probablement modifier temporairement la confor-
mation de B, et par exemple activer ou modifier son e´tat d’activation catalytique.
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e´tant des cibles particulie`rement inte´ressantes en cance´rologie. Nous reviendrons plus longue-
ment dans la section 2.4 sur la signalisation par interaction prote´ine/prote´ine, qui constitue le
cadre fondamental des travaux pre´sente´s ici.
Phosphorylation / De´phosphorylation
Une grande partie de la signalisation intra-cellulaire est re´alise´e par des modifications des
prote´ines au niveau de trois types d’acides amine´s : se´rines, thre´onines et tyrosines. Ces trois
re´sidus disposent sur leur chaˆıne late´rale d’un groupement -OH libre, qui peut eˆtre phospho-
ryle´ sous l’action enzymatique d’une prote´ine. Cette activite´ enzymatique est appele´e activite´
kinase. Cette phosphorylation provoque parfois des modifications relativement importantes de la
conformation de la prote´ine entie`re, entraˆınant tre`s souvent un passage d’un e´tat actif a` un e´tat
inactif (ou inversement) ou encore une modulation plus ou moins fine de l’activite´ catalytique de
la prote´ine en question. Dans d’autres cas, la phosphorylation ne provoque pas de modification
structurale importante, mais la pre´sence d’un acide amine´ phosphoryle´ va permettre la fixation
d’une autre prote´ine par l’interme´diaire par exemple d’un domaine SH2 ou PTB d’une prote´ine
servant d’interme´diaire et appele´e adaptateur.
L’e´tat de phosphorylation des prote´ines est re´gule´ par l’action conjointe de ces prote´ines
kinases, et de leurs re´ciproques ayant une activite´ oppose´e, les phosphatases. Comme leur nom
l’indique, ces prote´ines permettent l’hydrolyse des phospho-amino-acides et le retour a` un e´tat
non phosphoryle´ de la prote´ine conside´re´e.
Ces prote´ines a` activite´ kinase et phosphatase sont tre`s largement implique´es dans la trans-
mission des signaux re´gulant la diffe´rentiation et la division cellulaire. Deux exemples de cascade
de signalisation par phosphorylation / de´phosphorylation parmi les plus connus sont les suivants :
– Re´gulation de la progression du cycle cellulaire, assure´e par les diffe´rentes kinases cdk
(Cyclin Dependent Kinases) et phosphatases cdc,
– Transmission des signaux de controˆle d’expression de ge`nes par la cascade des MAP kinases
(Mitogen Associated Kinases). Cette voie de signalisation sera de´taille´e plus loin dans ce
chapitre.
2.4 Les interactions prote´ine-prote´ine : de nouvelles cibles the´-
rapeutiques
2.4.1 Ge´ne´ralite´s sur les domaines d’interaction prote´ine-prote´ine
Le sujet de cette the`se s’inscrit dans le cadre de la conception d’inhibiteurs d’interactions pro-
te´ine/prote´ine par l’interme´diaire de domaines n’ayant pas d’activite´ catalytique intrinse`que 3.
Il a e´te´ trouve´ un nombre important de domaines prote´iques de ce type, le tableau 2.1
pre´sente les principaux.
3. Nous excluons donc de cette e´tude les interactions entre prote´ines – bien e´videmment tre`s fre´quentes –
ne´cessaires a` l’exercice de leur activite´ catalytique. Nous nous inte´ressons principalement aux interactions prote´ine-
prote´ine dont l’interaction est en elle-meˆme le support de la transmission de signaux cellulaires.
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Domaine Taille Ref.
Proline-Rich Peptide Binding a
SH3 ∼ 50 Musacchio et al. (1992)
Src-Homology 3 domain, cd00174
SH3
NH
2
COOH
NH
2
COOHR-X-X-P-X-X-P(+)
R-X-P-X-X-P-X(-)
Sous-site S0
aromatique
Sous-site S1
4 aa. aromatiques
Sous-site S2
2 aa. acides
un de la boucle RT
et un de N-Src
WW ∼ 40 Sudol et al. (1995)
Two conserved Trp domain, cd00201
WW
W-22X-W
XPPXY
NH2 COOH
Other domains
EH ∼ 100 Fiore et al. (1997)
Eps15-Homology domain, cd00052
EH
COOH
W Lα2 α5
NPF
W/ F W
Domaine Taille Ref.
Phospho-Tyrosine Binding
SH2 ∼ 100 Waksman et al. (1992)
Src-Homology 2 domain, cd00173
pY
 X         XNH2 COOHZ
SH2
Site secondaire
en :+ 2 ou + 3
Site
principal
αA2, αB2, βB5, βD6 βD5, βD'1, βE4
EF1, BG3, BG4
PTB ∼ 130 Kavanaugh & Williams (1994)
Phospho-Tyr Binding domain, cd00149
R/S β5
Rβ6-β7
M/F α1
Brin β antiparallele a β5
α1
Site
secondaire
Site
principal
NH
2
COOH
PTB
X-N-P-X pY
Other domains
PH 4 ∼ 100 Haslam et al. (1993)
Plextrin-Homology domain, cd00821
PH
site
principal
site
secondaire
site
secondaire
VL2 VL3VL1
+ + + + + + + + + +
+ + + + +
membrane
P tdn(4,5)P2
a. Kay et al. (2000)
Tab. 2.1 – Les principaux domaines d’interaction prote´ine/prote´ine (d’apre`s Broutin & Ducruix,
2000). Les re´fe´rences cd〈xxxxx〉 se rapportent a` la base de donne´e des domaines d’homologie CDD
he´berge´e par le NCBI (Marchler-Bauer & Bryant, 2004).
Tous les domaines pre´sente´s sur le tableau 2.1 participent a` la transmission de signaux in-
tracellulaires, sans modifier les prote´ines auxquelles ils se fixent. Ces domaines sont relativement
fre´quents dans les organismes e´volue´s. On peut noter que ces interactions se font presque tou-
jours de fac¸on asyme´trique 5 : par exemple lors d’une interaction entre le domaine SH2 d’une
4. On peut noter que les domaines PH interagissent e´galement avec PIP3 (lipides phosphatidylinositol 3,4,5-
trisphosphate), et ne sont donc pas uniquement des domaines d’interaction prote´ine-prote´ine (Lockyer et al.,
1999).
5. Les exemples d’interaction syme´trique entre deux domaines d’interaction prote´ine-prote´ine sont relativement
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prote´ine A et une seconde prote´ine B, la re´gion de B implique´e dans l’interaction n’est pas ne´-
cessairement et probablement jamais un domaine SH2. En revanche, il peut s’agir d’une petite
partie d’un domaine quelconque de B, et dont les proprie´te´s vont eˆtre profonde´ment modifie´es
par cette fixation. Il est e´galement inte´ressant de remarquer que les domaines d’interaction pre´-
sente´s ici ont une taille relativement importante (50 a` 100 acides amine´s), alors que la longueur
des peptides reconnus est souvent tre`s faible (moins de 10 acides amine´s).
2.4.2 Principes de la signalisation par interaction prote´ine-prote´ine
La compre´hension du fonctionnement de cette transmission n’est pas encore parfaitement
comple`te, et il est certain que plusieurs explications peuvent eˆtre donne´es, notamment :
– Modification conformationnelle. Lors de la fixation sur le domaine d’interaction, les deux
partenaires vont tre`s certainement subir des modifications conformationnelles, activant ou
de´sactivant, par exemple, leurs proprie´te´s catalytiques respectives,
– Recrutement de prote´ines dans une localisation particulie`re de la cellule (par exemple a`
proximite´ des membranes nucle´aires ou cellulaires, de chromosomes ou des centrosomes,
d’organelles. . . ). La modification de l’emplacement d’une prote´ine peut en effet lui per-
mettre d’interagir avec d’autres prote´ines ou structures cellulaires et donc de transmettre
a` nouveau des signaux.
Les interactions prote´ine/prote´ine par l’interme´diaire de domaines d’homologie donnent souvent
naissance a` des complexes multiprote´iques. De ce fait, l’utilisation d’inhibiteurs de ces interac-
tions peut avoir des effets non seulement sur l’interaction cible´e, mais e´galement sur l’ensemble
du complexe prote´ique, de´stabilise´ par la perte de l’une de ses interactions-cle´s. Les effets obser-
ve´s peuvent donc ne pas eˆtre seulement lie´s a` l’interaction cible´e, mais a` d’autres phe´nome`nes
impliquant des prote´ines proches.
2.4.3 Conception d’inhibiteurs d’interactions prote´ine-prote´ine
La recherche d’inhibiteurs d’interactions prote´ine-prote´ine est une approche relativement
nouvelle dans le cadre de la conception de mole´cules the´rapeutiques cible´es. Les revues re´centes
de Pagliaro et al. (2004) et de Berg (2003) pre´sentent quelques interactions pour lesquelles de
petites mole´cules ont e´te´ identifie´es ainsi que de nouvelles techniques de criblage adapte´es a` cette
proble´matique 6.
Les difficulte´s de la conception d’inhibiteurs d’interaction prote´ine-prote´ine de petite-
taille
La conception de petites mole´cules inhibitrices d’interactions prote´ine-prote´ine est rendue
difficile par les importantes surfaces prote´iques implique´es dans ces interactions. Les surfaces
mises en jeu sont de l’ordre de 800 A˚2 sur chacune des prote´ines implique´es dans l’interaction
(valeur moyenne cite´e par Stites, 1997, Jones & Thornton, 1996, Toogood, 2002). Pour des sites
catalytiques ou des sites de liaison de nucle´otides (ATP, GTP), qui sont souvent des cavite´s de
petites tailles, il est relativement facile de concevoir des inhibiteurs mime´tiques, reque´rant les
rares. On peut ne´anmoins citer les interactions entre domaines DD, DED ou CARD, qui se font de fac¸on quasi
syme´trique (voir par exemple Xiao et al., 2002).
6. Ockey & Gadek (2002) ont e´galement re´dige´ une revue des principales mole´cules inhibitrices d’interactions
prote´ine-prote´ine sur le marche´, en de´veloppement clinique ou en phases avance´es de de´veloppement pre´clinique.
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meˆmes types d’interaction que le ligand naturel. A l’inverse, concevoir des mole´cules de faible
masse (et respectant donc les re`gles de Lipinski, cite´es p. 70) inhibant les multiples interactions
entre un domaine d’interaction prote´ine/prote´ine et son ligand est jusqu’a` pre´sent une approche
qui n’a pas permis la mise sur le marche´ de nouvelles classes the´rapeutiques (voir par exemple
la revue de Toogood, 2002).
Anticorps inhibiteurs d’interactions prote´ine-prote´ine
En revanche, des anticorps a` vocation the´rapeutique, inhibiteurs d’interaction prote´ine/-
prote´ine ont d’ores et de´ja` e´te´ mis sur le marche´ avec succe`s. De par leur taille importante,
les anticorps sont principalement utilise´s pour inhiber des interactions extracellulaires. L’un des
meilleurs exemples est probablement celui de l’inhibition de la liaison d’un ligand sur la partie
extra-cellulaire de son re´cepteur. Cette strate´gie a e´te´ utilise´e pour diffe´rentes applications :
anti-TNF-α dans le traitement de la polyarthrite rhumato¨ıde (Elliott et al., 1993), anti-VEGF
en the´rapeutique anti-cance´reuse (Brekken et al., 2000). . . Cependant, diverses me´thodes per-
mettent l’internalisation d’anticorps a` vise´e the´rapeutique et leur utilisation pour cibler des
prote´ines intracellulaires. Notamment deux approches peuvent eˆtre distingue´es :
– internalisation d’un anticorps dirige´ contre une prote´ine intracellulaire par sa conjugaison a`
un peptide posse´dant des capacite´s d’internalisation active (voir par exemple la technologie
de´veloppe´e par InNexus 7, Zhao et al., 2003),
– internalisation d’un anticorps dirige´ contre une prote´ine membranaire (par endocytose par
exemple), l’anticorps lui-meˆme e´tant couple´ a` une mole´cule the´rapeutique. Cette mole´cule
the´rapeutique va donc eˆtre internalise´e se´lectivement dans les cellules exprimant la prote´ine
membranaire reconnue par l’anticorps.
Inhibiteurs de domaines BH3
Des re´sultats tre`s encourageants, tant sur le plan de la de´couverte de petites mole´cules (Deg-
terev et al., 2001) que de peptides et peptidomime´tiques (Shangary & Johnson, 2002, Walensky
et al., 2004) ont e´te´ obtenus re´cemment sur le mode`le des interactions entre les domaines BH3 et
leurs partenaires. Les domaines BH3 (Bcl-2-Homology Domain 3 ou Death domain) et notam-
ment ceux des prote´ines Bcl-2, Bad et Bcl-xL sont implique´s dans la transmission des signaux
inhibant ou favorisant l’apoptose (Kelekar & Thompson, 1998, et voir la figure 2.3). Ces do-
maines BH3 sont implique´s dans la transmission de signaux par interaction prote´ine/prote´ine
(Lutz, 2000).
7. InNexus Biotechnology Inc., www.innexusbiotech.com
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Fig. 2.3 – La voie de signalisation impliquant la prote´ine Bad (porteuse d’un domaine BH3) dans
l’apoptose lie´e aux Caspases (d’apre`s Kelekar & Thompson, 1998).
Modulateurs de la polyme´risation de la tubuline
Les vinca-alcalo¨ıdes (alcalo¨ıdes issus de la pervenche) ont un mode d’action anti-tumorale par
inhibition de la polyme´risation de la Tubuline, en empeˆchant l’interaction Tubuline-α/Tubuline-β.
On peut donc les classer parmi les premie`res mole´cules utilisant l’inhibition d’une interaction
prote´ine-prote´ine comme mode d’action, dans le contexte de la the´rapeutique anti-tumorale (voir
les revues de Gadek, 2003, Gadek & Nicholas, 2003).
Inhibiteurs des domaines SH2 et SH3 de Src
L’inhibition des interactions des domaines SH2 et SH3 de la kinase Src est une voie the´-
rapeutique d’inte´reˆt dans le traitement de l’oste´oporose (Susva et al., 2000). Plusieurs petites
mole´cules dirige´es contre son domaine SH2 sont actuellement en e´valuation pre´clinique (Shakes-
peare et al., 2000). En revanche aucune petite mole´cule dirige´e contre son domaine SH3 n’a pu
eˆtre de´couverte jusqu’a` ce jour.
Dans la suite de ce manuscrit, nous nous inte´resserons plus particulie`rement aux domaines
SH3, celui de RasGAP e´tant au cœur de nos travaux, et plus modestement aux domaines SH2
et PH (la prote´ine RasGAP posse´dant, en plus de son domaine SH3, deux domaines SH2 et un
domaine PH, voir p. 77).
Inhibiteurs des domaines SH2 et SH3 de Grb2
La recherche d’inhibiteurs des deux domaines SH3 (Vidal et al., 2004) de la prote´ine Grb2
et e´galement de son domaine SH2 8 (Liu et al., 2004, 1999) a permis d’identifier des mole´cules
posse´dant des activite´s anti-tumorales inte´ressantes. Certaines d’entre elles sont actuellement en
8. Machida & Mayer (2005) ont publie´ re´cemment une revue des diffe´rentes approches dans le cadre de la
conception d’inhibiteurs de domaines SH2.
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test sur des mode`les de tumeurs xe´nogreffe´es sur souris nude, en synergie avec des mole´cules
cytotoxiques classiques (Gril et al., 2004).
2.5 La voie de signalisation lie´e aux prote´ines Ras
2.5.1 Ge´ne´ralite´s sur les prote´ines Ras et leur activite´
Pour des revues tre`s comple`tes, on pourra se reporter par exemple aux travaux de Campbell
et al. (1998) et de Vojtek & Der (1998).
La voie de signalisation lie´e aux prote´ines Ras a depuis de nombreuses anne´es e´te´ identifie´e
comme une cible pertinente en cance´rologie (Downward, 2003b, Reuter et al., 2000, Garbay
et al., 2000, Liu et al., 2000, Vidal et al., 1998). En effet, et comme nous allons le de´tailler
ci-apre`s, les prote´ines Ras constituent des points de passage oblige´s pour de nombreuses voies
de signalisation implique´es dans la division cellulaire et la diffe´renciation.
Les prote´ines Ras
Ce sont de petites GTPases 9 d’environ 190 acides amine´s et 21 kDa code´es par trois ge`nes
diffe´rents : N-Ras, H-Ras, et K-Ras 10 (ces deux derniers ge`nes donnent chacun lieu a` deux
alternatives d’e´pissage ; se reporter a` Taparowsky et al., 1983, Barbacid, 1987). La famille des
prote´ines Ras appartient a` la superfamille des petites prote´ines GTPases monome´riques, qui
comprend e´galement les prote´ines Rho, Rab, et Ran (voir la figure 2.4 et les revues Bar-Sagi
& Hall, 2000, Colicelli, 2004). Les autres GTPases de cette superfamille sont implique´es dans
des voies de signalisation semblables a` celle de Ras, mais sans avoir la meˆme importance dans
le processus tumoral. On peut cependant noter l’importante contribution de Rho et Rac a` la
motilite´ cellulaire, me´canisme dont l’importance dans la formation de me´tastases est cruciale
(Keely et al., 1997, Schmitz et al., 2000).
Dans tout ce manuscrit et sauf mention contraire, il ne sera pas fait de distinction entre
les diffe´rents produits de ces ge`nes, et ils seront regroupe´s sous l’appellation commune Ras :
l’identite´ de se´quence entre ces prote´ines est de plus de 95% pour les 160 premiers acides amine´s,
et les diffe´rences fonctionnelles sont quasiment inconnues (pour un alignement de ces diffe´rents
orthologues de Ras, se reporter a` la figure 2.5).
9. L’activite´ GTPase intrinse`que des prote´ines Ras, bien que tre`s faible, est significative. Elle consiste en
l’hydrolyse du GTP lie´ a` cette prote´ine, en une mole´cule de GDP et un phosphate.
10. Les noms de ces trois ge`nes ont e´te´ donne´s d’apre`s des virus : N-Ras est homologue a` une prote´ine d’un
virus a` neuroblastome ; H-Ras, du virus du sarcome de Harvey du rat ; K-Ras, du virus du sarcome de Kirsten du
rat.
CONFIDENTIEL
Signalisation cellulaire et the´rapeutique 53
II
RABL5
339231
ARFRP2
ARL6
ARL11
ARF7
ARL1
TRIM23
ARF6
ARF1,3
ARF4,5
ARL12
ARL5,8
ARL2,3
ARF4L
ARL7
ARL4A,B
DKFZp761H0
ARFRP1
344988SARA1,2
ARL9
ARL10A
ARL10B,C
GNAL
GNAS
GNA15
GNA14
GNA11GNAQ
GNAZ
GNAO1
GNAI1-3
GNAT1-3
GNA12
GNA13
RABL3
RHOH
RHOG
RAC1-4
CDC42
RHOJ ,Q
RHOU,V
RHOA,B,C
RHOD,FRND1,2,3
RHOBTB1,2
RHOT1
RHOT2
ERAS
H,K,NRAS
MRAS
RRAS1,2
RIT1,2
RAP1A,B
RAP2A,B,C
RALA,B
RERG
RASL12
RASL11B
RASL11A
REM2
REM1
GEM
RRAD
RHEB,RHEBL1
ARHI
DIRAS1,2
RASD1
RASD2
RASL10A
RASL10B
NKIRAS1
NKIRAS2 RAB28
RABL4
RASEF
RAB26,
37,44
201475
RAB12
RAB35
RAB1A,B
RAB10,13
RAB8A,B
RAB3A-C
RAB3D
RAB16
RAB27A,B
RAB2,2B
RAB14
RAB4A,B
RAB25
RAB11A,B
RAB42
RAB39,B
RAB30
RAB19
RAB43
RAB33A,B
RAB18
RAB15
RAB40C
RAB40A
RAB40B
RAB17,21
RAB5A-C
RAB22A,31
RAB20
RAB24
RAB41
RAB6A-C
RAB7,7B
RAB9A,B
RAN
RABL2A,B
RAB7L1
RAB29
RAB32
RAB38
RAB23
RAB34,36R
a
s 
su
bf
a
m
ily
Rab
 subfamily
A
rf
 subfamily
Rho 
sub
fam
ily
Gα
 subfamily
Fig. 2.4 – La superfamille des petites GTPases Ras. (d’apre`s la revue de Colicelli, 2004)
Ras : le prototype du proto-oncoge`ne
Les diffe´rents ge`nes Ras sont mute´s en moyenne dans 30% des tumeurs humaines, et dans
certains cas bien plus fre´quemment. Ainsi, certains cancers du pancre´as sont lie´s a` des mutations
rendant Ras oncoge´nique dans 70 a` 90% des cas (Banerjee et al., 2000, Kimura et al., 1999, Pabst
et al., 1999). La fre´quence de l’apparition de Ras oncoge´nique est e´galement tre`s importante
dans les cancers colorectaux et pulmonaires (Dancey, 2002, Adjei, 2001, Minamoto et al., 2000,
Schroy et al., 1995, Tortola et al., 1999). La figure 2.5 pre´sente un alignement des diffe´rentes
prote´ines de la famille Ras, ainsi que les principales positions fre´quemment trouve´es mute´es dans
les cancers humains. Les deux sites de mutation porte´s sur cette figure [G12, G13] et [T35 E37
Y40] correspondent, comme on peut le voir sur la figure 2.8, a` l’interface Ras/RasGAP : ces acides
amine´s sont implique´s dans l’interaction avec le domaine GAP 11 de RasGAP.
11. GAP : GTPase Activating Protein
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Switch I Switch II Other switch region
K-Ras2a MTEYKLVVVGAGGVGKSALTIQLIQNHFVDEYDPTIEDSYRKQVVIDGETCLLDILDTAGQEEYSAMRDQYMRTGEGFLCVFAINNTKSFEDIHHYREQIKRVKDSEDVP
K-Ras2b MTEYKLVVVGAGGVGKSALTIQLIQNHFVDEYDPTIEDSYRKQVVIDGETCLLDILDTAGQEEYSAMRDQYMRTGEGFLCVFAINNTKSFEDIHHYREQIKRVKDSEDVP
N-Ras MTEYKLVVVGAGGVGKSALTIQLIQNHFVDEYDPTIEDSYRKQVVIDGETCLLDILDTAGQEEYSAMRDQYMRTGEGFLCVFAINNSKSFADINLYREQIKRVKDSDDVP
H-Ras1 MTEYKLVVVGAGGVGKSALTIQLIQNHFVDEYDPTIEDSYRKQVVIDGETCLLDILDTAGQEEYSAMRDQYMRTGEGFLCVFAINNTKSFEDIHQYREQIKRVKDSDDVP
H-Ras2 MTEYKLVVVGAGGVGKSALTIQLIQNHFVDEYDPTIEDSYRKQVVIDGETCLLDILDTAGQEEYSAMRDQYMRTGEGFLCVFAINNTKSFEDIHQYREQIKRVKDSDDVP
.
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Fig. 2.5 – Les diffe´rentes prote´ines de la famille Ras. Les mutations porte´es sur cet alignement sont
celles qui sont fre´quemment trouve´es dans les tumeurs humaines. Les re´gions note´es Switch sont celles dont la
conformation subit d’importants changements suite a` la fixation du GTP.
Localisation de Ras
A la suite de diffe´rentes modifications post-traductionnelles, notamment de l’addition d’un
groupement farne´syl sur la cyste´ine du motif CAAX 12 terminal, par une enzyme spe´cifique (la
Farnesyl-transferase), les prote´ines Ras sont ancre´es a` la face inte´rieure de la membrane cellulaire
(voir la figure 2.6 et les revues de Reuter et al., 2000, Downward, 2003b). Cette localisation par-
ticulie`re est ne´cessaire a` leur activite´ de re´gulation d’un grand nombre de signaux cellulaires 13.
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Fig. 2.6 – Les diffe´rentes modifications post-traductionnelles de Ras et les diffe´rentes enzymes
implique´es dans ces modifications (d’apre`s Downward, 2003b)
12. Dans ce motif CAAX, C repre´sente une Cyste´ine, A un acide amine´ aliphatique (Alanine, Glycine, Isoleucine,
Leucine ou Valine) et X un acide amine´ quelconque.
13. Cette proprie´te´ a donne´ lieu a` la recherche de mole´cules inhibitrices de cette Farnesyl-transferase, voir par
exemple Cohen et al. (2000) et Lerner et al. (1995).
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Fig. 2.7 – Le cycle d’activation / inactivation de Ras
Cycle Ras-GDP / Ras-GTP
La prote´ine Ras sous forme active correspond a` sa conformation lie´e au GTP. Dans son
e´tat inactif, Ras est lie´e au GDP. Suite a` l’action de facteurs d’e´change (Guanidine Exchange
Factors ou GEF), et notamment des prote´ines Sos, la mole´cule de GDP lie´e a` Ras va eˆtre
remplace´e par une mole´cule de GTP. Cet e´change va placer Ras dans une conformation active.
Le retour a` l’e´tat inactif, par hydrolyse du GTP en GDP peut se faire suivant deux modes :
hydrolyse par Ras seul ou par le complexe Ras-RasGAP. En effet, la prote´ine Ras posse`de une tre`s
faible activite´ GTPase intrinse`que. Son efficacite´ est nettement ame´liore´e par l’action catalytique
d’une prote´ine a` activite´ GAP (GTPase Activitating Protein). Chez les mammife`res, plusieurs
prote´ines posse`dent cette activite´ vis a` vis de Ras, notamment les prote´ines RasGAP et NF-1 (voir
p. 74). Diffe´rentes mutations de Ras (par exemple sur les codons 12, 13, 35, 37 ou 61, voir les
figures 2.5 et 2.9) conduisent a` des prote´ines dont l’inactivation par RasGAP n’est plus possible,
et qui restent donc lie´es au GTP et constitutivement actives. Ces de´re´gulations dues a` une seule
mutation ponctuelle donnent lieu a` l’activation permanente de toutes les voies de signalisation
en aval de Ras. La structure cristalline du complexe Ras-RasGAP a e´te´ re´solue, et montre bien
la localisation de ces re´sidus a` proximite´ du site de fixation de RasGAP (Scheffzek et al., 1997,
voir e´galement la figure 2.8).
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Fig. 2.8 – Complexe Ras/RasGAP. Seul le domaine GAP de RasGAP est pre´sente´. Ont e´te´ repre´sente´s
sur cette figure les re´sidus de Ras fre´quemment mute´s dans les cancers humains, ainsi que le re´sidu R789
de RasGAP, jouant un roˆle crucial dans l’activite´ GAP. (PDB : 1WQ1, Scheffzek et al., 1997)
Fig. 2.9 – Ras GDP / GTP. Structures de RasA59G en pre´sence de GDP (a` gauche) ou de GTP (a` droite).
Les acides amine´s dont la distance moyenne (entre la forme lie´e au GDP et la forme lie´e au GTP est supe´rieure a`
1A˚) sont porte´s en rouge sur cette repre´sentation sche´matique en ruban. Les re´gions note´es Switch I et Switch
II sont les plus modifie´es et sont implique´es dans les interactions avec les effecteurs de Ras. Structures PDB 1LF0
et 1LF5 (Hall et al., 2002).
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2.5.2 La voie de signalisation de Ras
Ras joue le roˆle d’un nœud de signalisation, inte´grant des signaux en provenance de diffe´rents
re´cepteurs ou prote´ines intracellulaires, et retransmettant ces signaux vers d’autres prote´ines.
Une cascade relativement longue et complexe de transmission de signaux est donc active´e par
Ras. A la fin de cette chaˆıne, le signal est transforme´ le plus souvent en transcription de ge`nes
au niveau du noyau. Il y a donc un transfert a` distance relativement longue a` l’inte´rieur de la
cellule, depuis la membrane ou` se trouvent Ras et la plupart des prote´ines en amont de cette voie
de signalisation, jusqu’au noyau, ou` des facteurs de transcription vont eˆtre active´s et provoquer
la transcription de ge`nes spe´cifiques.
Activation de Ras
Ras est donc un me´diateur central pour la transmission de signaux cellulaires ge´ne´re´s par
un grand nombre de prote´ines. On peut citer par exemple, dans certaines voies de signali-
sation initie´es par des re´cepteurs a` sept he´lices transmembranaires couple´es aux prote´ines G
(GPCR), l’implication de Ras (Gutkind, 1998). Cependant, les principaux me´canismes a` l’ori-
gine de l’activation de Ras sont initie´s par des re´cepteurs transmembranaires a` activite´ tyrosine
kinase, notamment des re´cepteurs aux facteurs de croissance (VEGFR, EGFR, PDGFR. . . ). La
fixation de leur ligand sur la partie extracellulaire de ces re´cepteurs donne lieu a` leur homo
ou he´te´ro-dime´risation et a` leur trans-auto-phosphorylation par l’activite´ tyrosine kinase por-
te´e par leur partie intracellulaire. Ces tyrosines phosphoryle´es vont alors recruter le complexe
Grb2-Sos a` proximite´ de la membrane plasmique. Ce recrutement se fait soit directement, par
l’interme´diaire du domaine SH2 de Grb2, qui reconnaˆıt les diffe´rentes tyrosines phosphoryle´es
des re´cepteurs, soit par le recrutement ante´rieur de la prote´ine Shc. Cette prote´ine est compose´e
d’un domaine PTB (Phospho-Tyrosine Binding, voir p. 48) et est elle-meˆme phosphoryle´e sur un
re´sidu tyrosine. Shc joue donc le roˆle de prote´ine adaptatrice entre les re´cepteurs phosphoryle´s
et le complexe Grb2-Sos qui va alors se fixer sur la phospho-tyrosine de Shc.
En de´finitive, l’activation de ces re´cepteurs aux facteurs de croissance va permettre une
localisation du facteur d’e´change Sos a` la membrane plasmique, a` proximite´ de Ras qui y est
ancre´. C’est cette proximite´ qui va eˆtre a` l’origine de l’activation de Ras.
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Fig. 2.10 – La voie de signalisation active´e par la fixation de l’EGF sur EGF-R.
Me´canismes a` l’origine de l’activation de Ras
Comme nous l’avons de´ja` signale´, de nombreuses voies de signalisation en amont de Ras sont
implique´es dans son activation. On peut notamment citer :
– Re´cepteurs aux facteurs de croissance a` activite´ Tyrosine kinase : la fixation des
facteurs de croissance EGF 14, VEGF 15, PDGF 16, FGF 17, TGF-α 18 ou -β, sous forme dime´-
rise´e sur leurs re´cepteurs respectifs, provoque leur homo- ou he´te´ro-dime´risation, et leur
trans-auto-phosphorylation sur plusieurs re´sidus Tyrosine. La voie d’activation impliquant
le EGF, pre´sente´e sur la figure 2.10, est probablement la mieux de´crite (Egan & Weinberg,
1993, Khosravi-Far & Der, 1994, Williams, 1992, Mayer & Baltimore, 1993, Schlessinger,
1993, Campbell et al., 1998),
– Prote´ines cytosoliques a` activite´ Tyrosine kinase, notamment la tyrosine kinase
Abl 19,
– Re´cepteurs a` sept he´lices transmembranaires couple´s aux prote´ines G : cette
voie d’activation de Ras n’est pas encore parfaitement identifie´e. En particulier il semble
que l’activation de Ras par des RCPG passe par l’interme´diaire de prote´ines diverses (Down-
ward, 2003a, Rubio & Downward, 2001).
L’activation de Ras se traduit par une augmentation locale (a` proximite´ des prote´ines res-
ponsables de cette activation) et temporaire (l’inactivation de Ras par des prote´ines a` activite´
GAP intervenant relativement rapidement) de la proportion des prote´ines Ras lie´es au GTP
14. Epidermal Growth Factor
15. Vascular Endothelial Growth Factor
16. Platelet-Derived Growth Factor
17. Fibroblast Growth Factor
18. Transforming Growth Factor
19. Abl est un proto-oncoge`ne tre`s fre´quemment mute´, notamment sous forme d’une prote´ine chime`re Bcr/Abl
dans plus de 90% des leuce´mies mye´lo¨ıdes chroniques suite a` une translocation t(9q34;22q11) (de Klein et al.,
1982, Heisterkamp & Groffen, 2002).
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par rapport a` celles lie´es au GDP. C’est cette augmentation qui va permettre l’activation des
diffe´rentes prote´ines effectrices de Ras.
Effecteur de Ras PKC NF-1 a MEKK1 b RalGDS c Raf d PI3K e RasGAP
Interagit avec Ras-GTP X X X X X X X
L’interaction avec Ras active l’effecteur et
provoque des modifications biochimiques
X X X X
La de´le´tion de l’effecteur inhibe une partie
de la voie de signalisation de Ras
X X X
a. Ballester et al. (1990)
b. Russell et al. (1995)
c. Albright et al. (1993)
d. Warne et al. (1993), Vojtek et al. (1993)
e. Nimnual et al. (1998)
Tab. 2.2 – Crite`res de de´finition des effecteurs de Ras (d’apre`s Tocque´ et al., 1997, Campbell et al.,
1998)
Ras
Raf
Elk-1
ERK
MEK
MEKK
Jun
JNK
SEK
NF1
GAP
?
Ral
GDS
cdc42
RBP1
Ral
Ras
GAP
NF-κB SRF
Rac ?
P190
RhoGAP
Aurora
Other
proteins
(G3BP…)
PI3K
AKT
?
GTPase GEF / GAP Kinase Facteur de
transcription
Fig. 2.11 – Voies de signalisation amorce´es par les diffe´rents effecteurs de Ras (optimisation d’un
sche´ma de Tocque´ et al., 1997, Campbell et al., 1998)
Les effecteurs directs de Ras
Il existe un grand nombre de prote´ines effectrices capables de se fixer a` Ras-GTP. Ces pro-
te´ines effectrices transmettent le signal relaye´ par Ras, et amorcent diffe´rentes voies de signali-
sation, jusqu’a` l’activation de facteurs de transcription.
L’existence de ce grand nombre de prote´ines effectrices pose la question de la de´finition exacte
de cette proprie´te´. Pour pre´ciser cette de´finition, Tocque´ et al. (1997) ont de´fini plusieurs crite`res
expe´rimentaux pre´sente´s dans le tableau 2.2.
L’une des premie`res prote´ines effectrices de´crite pour Ras est la kinase Raf. Cette kinase
appartient a` la famille des MAPK (Mitogen Associated Protein Kinases) : il s’agit d’une famille
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de prote´ines 20 dont les phosphorylations en cascade vont transmettre un signal. Cette famille
comprend les prote´ines Raf, MEK et ERK-1/2 (Extracellular Regulated Kinase).
D’autres prote´ines active´es par Ras ont ensuite e´te´ identifie´es. Le tableau 2.2 pre´sente ces
diffe´rentes prote´ines, qui sont donc principalement PKC, NF-1 21, MEKK1, RalGDS, Raf, PI3K et
RasGAP. La figure 2.11 pre´sente quant a` elle les principales voies de signalisation, tre`s simplifie´es,
active´es par Ras.
Il est important de remarquer que les seules prote´ines Ras servent a` la transmission de signaux
provenant d’un grand nombre de prote´ines, et qu’elles transmettent ces signaux a` nouveau a`
un grand nombre de prote´ines. Cependant, il est certain que ces signaux, bien qu’ayant une
nature tre`s simple (binaire) et commune au niveau de Ras (sa liaison au GDP ou au GTP),
ne provoquent pas les meˆmes effets selon le re´cepteur par lequel ils sont active´s. Il existe donc
ne´cessairement d’autres modes de signalisation affinant largement le mode`le tre`s simplifie´ que
nous allons supposer ici. Dans la mesure ou` il a e´te´ de´montre´ que les prote´ines Ras jouent un
roˆle primordial dans cette transduction de signaux, cette simplification semble justifie´e.
2.5.3 De´re´gulations de la voie Ras et cancer
A tous les niveaux au sein de cette voie de signalisation, de nombreuses prote´ines peuvent
eˆtre conside´re´es comme des proto-oncoge`nes :
– en amont, les prote´ines responsables de l’activation initiale de Ras sont fre´quemment de´-
re´gule´es : mutations de re´cepteurs aux facteurs de croissance a` activite´ tyrosine kinase les
rendant constitutivement active´s, fusion de prote´ines kinases cytosoliques, etc,
– au niveau de Ras, fre´quentes mutations rendant son activation constitutive,
– en aval de Ras, nombreuses alte´rations de ses effecteurs (notamment Raf, voir Rudin et al.,
2001).
De nombreuses prote´ines 22 ont de´ja` e´te´ choisies comme cible pour la conception d’inhibiteur
de la voie des prote´ines Ras a` vise´e antitumorale. Les paragraphes qui suivent pre´sentent les
principaux cancers dont les causes mole´culaires impliquent des modifications de prote´ines de la
voie Ras.
Cancers du sein
La fre´quente surexpression de l’oncoge`ne HER2 dans des tumeurs mammaires est l’une des
principales causes de de´re´gulation de la voie Ras dans les cancers du sein. Ne´anmoins, dans un
nombre significatif de cas, d’autres proto-oncoge`nes de la voie Ras sont e´galement implique´s
(notamment VEGFR, voir Kaklamani & O’Regan, 2004, Li & Sparano, 2003). Le ciblage de la
voie Ras est donc une approche approprie´e dans le cas de ces cancers.
Tumeurs gastro-intestinales
Les cancers gastro-intestinaux (notamment les GIST, Gastro-Intestinal Stromal Tumors) ont
longtemps e´te´ les cancers les plus mal pris en charge par les outils the´rapeutiques a` la disposition
20. Concernant ces prote´ines regroupe´es sous l’appellation MAPK, il s’agit davantage d’une famille au sens
fonctionnel que d’une famille de prote´ines homologues.
21. Cette prote´ine est implique´e dans de nombreuses pathologies, par des mutations ou de´le´tions (De Raedt
et al., 2003).
22. Notamment, lesMAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) ont e´te´ largement e´tudie´es dans ce cadre (Sebolt-
Leopold & Herrera, 2004).
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des praticiens. Depuis peu, l’identification de la surexpression de prote´ines de la voie Ras (EGFR
et c-kit notamment) a offert l’opportunite´ du de´veloppement de nouvelles the´rapeutiques pour
ces cancers en utilisant des inhibiteurs de la voie Ras (utilisation notamment d’anticorps mo-
noclonaux, d’inhibiteurs de tyrosine kinase 23ou d’inhibiteurs de farne´syl-transferase, Gill et al.,
2003).
Leuce´mies
Le tableau 2.3 pre´sente les principales leuce´mies pour lesquelles des prote´ines de la voie Ras
modifie´es dans de fre´quents cas ont e´te´ identifie´es.
Malignancy Proteins involved Frequency (%)
Point mutations of Ras
Multiple myeloma N-, K-Ras 30-40
Plasma cell leukemia N-, K-Ras 60-70
Hallek et al. (1998), Neri et al. (1989), Tanaka et al. (1992), Corradini et al. (1993)
Acute myeloid leukemia (AML) N-, K-Ras 20-30
Bos (1989)
Childhood AML N-, K-Ras 20-40
Farr et al. (1988), Vogelstein et al. (1990)
Acute lymphoblastic leukemia N-, K-Ras 20
Browett et al. (1989), Browett & Norton (1989), Neri et al. (1988)
Chronic myelomonocytic leukemia (CMML) N-, K-Ras 50-70
Padua et al. (1988), Hirsch-Ginsberg et al. (1990), Sawyers & Denny (1994)
Juvenile myelomonocytic myeloid leukemia (JMML) N-Ras 30
Miyauchi et al. (1994)
Mutation of c-Kit/ c-FMS receptor family
Myeloproliferative disorder, mastocytosis c-kit 10
Nakata et al. (1995), Bu¨ttner et al. (1998), Nagata et al. (1995)
AML FLT-3 20
Dosil et al. (1993)
CSF-1 (c-FMS) 10-20
Tobal et al. (1990), Padua et al. (1998)
Fusion tyrosine kinases
Chronic myeloid leukemia Bcr-Abl, t(9;22) 95
Kurzrock et al. (1988), Faderl et al. (1999), Zou & Calame (1999)
CMML Tel-PDGFRβ, t(5;12)
Jousset et al. (1997), Golub et al. (1994)
AML Tel-Abl, t(12;9)
Papadopoulos et al. (1995), Golub et al. (1996)
Anaplastic large cell lymphoma Npm-Alk, t(2;5) 30-40
Elmberger et al. (1995), Waggott et al. (1995)
Inactivation of tumor suppressors
JMML NF-1, Ras-GAP
Niemeyer et al. (1997), Shannon et al. (1994), Stiller et al. (1994), Side et al. (1997), DeClue et al. (1992), Kalra et al. (1994)
Bollag et al. (1996), Largaespada et al. (1996), Miyauchi et al. (1994), Birnbaum et al. (2000)
Tab. 2.3 – Les diffe´rentes modification de prote´ines de la voie Ras implique´es dans les cancers
sanguins, et leurs fre´quences d’apparition pour diffe´rents types de tumeurs sanguines (d’apre`s
Reuter et al., 2000).
23. Re´cemment, une nouvelle indication de imatinib (Gleevec➤) a e´te´ accorde´e, pour le traitement des GIST
exprimant c-kit (Joensuu, 2002, Joensuu et al., 2001).
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Autres cancers
Dans les me´lanomes et certains cancers du poumon (Brose et al., 2002), ainsi que dans
certains cancers du pancre´as (Yanagisawa et al., 1993, Hruban et al., 1993), Ras et d’autres
oncoge`nes lie´s a` Ras sont fre´quemment surexprime´s.
Conclusion du chapitre 2
La signalisation cellulaire est l’un des me´canismes fondamentaux dirigeant la vie, la mort et
bien suˆr la division des cellules. Les de´re´gulations de ces voies de signalisation e´tant a` l’origine du
processus tumoral, elles ont fait l’objet d’investigations soutenues, tant pour la compre´hension
de la tumorige´ne`se que pour la recherche de mole´cules anti-tumorales ciblant ces de´re´gulations
pre´cise´ment. Parmi ces voies de signalisation, celle impliquant les prote´ines Ras est a` ce jour la
plus e´tudie´e et celle pour laquelle le plus grand nombre de mole´cules cible´es sont sur le marche´
ou en cours de de´veloppement clinique.
Ces e´tudes ont permis de montrer que les prote´ines de la voie Ras sont fre´quemment de´re´gu-
le´es dans les tumeurs humaines, induisant une suractivation de cette voie. La conception d’agents
the´rapeutiques ciblant des prote´ines situe´es dans cette voie devrait donc permettre d’obtenir des
me´dicaments a` large spectre, c’est a` dire susceptibles d’avoir une efficacite´ dans un grand nombre
de cancers, inde´pendamment des proto-oncoge`nes active´s en amont. C’est dans ce contexte que
se placent nos travaux.
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Chapitre 3
Les domaines SH3
3.1 Notion de domaine
Comme de´ja` mentionne´ (chapitre 2), les domaines sont des re´gions prote´iques, que l’on de´finit
suivant plusieurs caracte´ristiques qui se superposent parfaitement :
– sur le plan de l’e´volution des prote´ines, les domaines sont les e´le´ments conserve´s (par
exemple, au sein d’une famille de kinases homologues, bien souvent seul le domaine res-
ponsable de l’activite´ kinase est tre`s conserve´, les autres re´gions de ces prote´ines, pourtant
de la meˆme famille, peuvent eˆtre tre`s diffe´rentes),
– sur le plan fonctionnel, les domaines sont les sous-parties assurant les diffe´rentes activite´s
e´le´mentaires des prote´ines (domaines d’interaction, domaines a` activite´ catalytique, do-
maines de liaison a` l’ADN. . . ), l’activite´ finale d’une prote´ine re´sultant de la combinaison
des activite´s apporte´es par les diffe´rents domaines la composant,
– sur le plan structural, les domaines sont, au sein des prote´ines, se´pare´s les uns des autres,
et re´sultent chacun du repliement complexe de la chaˆıne polypeptidique. En revanche les
domaines sont inde´pendants structuralement les uns des autres, et un fragment issu d’un
domaine n’intervient pas dans la structure secondaire d’un autre domaine. Cependant,
les diffe´rents domaines d’une meˆme prote´ine peuvent interagir entre eux et moduler leurs
activite´s respectives en fonction d’e´ve´nements cellulaires,
– sur le plan de l’e´tude des prote´ines, il est ge´ne´ralement possible de construire des chime`res
en re´alisant des prote´ines de fusion compose´es de domaines de diffe´rentes prote´ines, et
d’expliquer les re´sultats de ces combinaisons nouvelles de fonctions e´le´mentaires. Il est
e´galement tre`s courant et justifie´ d’e´tudier structuralement les diffe´rents domaines d’une
meˆme prote´ine inde´pendamment les uns des autres 1.
Il existe un grand nombre de types de domaines prote´iques diffe´rents. Le tableau 2.1 (p. 48)
pre´sente les principaux domaines d’interaction prote´ine-prote´ine implique´s dans la signalisation
cellulaire : SH2, PTB, SH3, WW, PH, BH3 et EH. Le sujet de cette the`se concernant tout
particulie`rement l’e´tude de RasGAP-SH3, seuls les domaines SH3 sont de´crits spe´cifiquement,
et font l’objet de ce chapitre.
Les domaines SH3 (pour Src Homology Domain type 3 ) sont de petits domaines prote´iques
d’environ 50 a` 75 acides amine´s, tre`s structure´s et compacts. Ils pre´sentent de fortes homologies
de structure entre eux.
1. C’est pre´cise´ment sur ce principe qu’est base´e la technologie du double-hybride utilise´e dans ce projet (voir
p. 97).
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La conception d’agents the´rapeutiques ciblant ces domaines a fait l’objet de nombreuses
publications (Dalgarno et al., 1997, Vidal et al., 2001).
3.2 Homologies de se´quences et de structures
3.2.1 Homologie de se´quence
Les domaines SH3 ont une faible homologie de se´quence : parmi les 170 domaines pre´sents
dans les prote´ines humaines, apre`s alignement de se´quence, on ne trouve en moyenne que 30%
de similarite´.
La matrice pre´sente´e en annexe a` la figure C.1 est issue de la base de donne´es PROSITE.
Elle repre´sente pour chaque position de la se´quence d’un domaine SH3, les acides amine´s les
plus fre´quents. L’e´tude de cette matrice permet de conclure que seuls cinq acides amine´s sont
tre`s conserve´s : une Tyrosine au de´but de la boucle Rt, deux Tryptophanes sur le brin S3, une
Glycine sur le brin S4 et une Proline qui joue un roˆle tre`s important dans la boucle 310 (qui
est en fait dans la plupart des domaines SH3 un de´but d’he´lice α). Sur cette figure, on trouve
e´galement la se´quence consensus des domaines SH3, qui repre´sente donc, pour chaque position
de l’alignement de l’ensemble des se´quences des SH3 connus, l’acide amine´ le plus fre´quemment
rencontre´. E´tant donne´ la faible similarite´ de se´quence entre ces domaines SH3, la pertinence
des conclusions que l’on peut tirer de cette se´quence consensus est relativement faible.
La figure 3.1 pre´sente un alignement de diffe´rents domaines SH3 de prote´ines implique´es dans
la signalisation cellulaire, en mettant l’accent sur les diffe´rents e´le´ments de structure secondaire,
ainsi que sur les acides amine´s les plus conserve´s.
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β1 β1 β2 β2 β2 β1
−−−−−−→ −−−−−−→ ⇒ ⇒ ⇒ −−→
S1 RT loop S2 S2’ n-Src S3 distal S4 310 S5
③ ⑥⑤ ④ ③ ⑥⑤ ④ ③ ⑥⑤ ④ ③ ⑥⑤ ④
SH3 consensus ....PEYVRALYDYEAEDPDELSFKKGDIIYIL.EKSD..DDWWRGRNR.TGQEGYIPSNYVEEDS.
RasGAP (279 341) .EDRRRVRAILPYTKVPDTDEISFLKGDMFIVHNELED...GWMWVTNLRTDEQGLIVEDLVEEVGR
Grb2 (1 58) ..VGSMEAIAKYDFKATADDELSFKRGDILKVLNEECD..QNWYKAELN..GKDGFIPKNYIEMKPH
Grb2 (156 215) ..QQPTYVQALFDFDPQEDGELGFRRGDFIHVM.DNSD..PNWWKGACH..GQTGMFPRNYVTPVNR
Abl1 (61 121) ..NDPNLFVALYDFVASGDNTLSITKGEKLRVLGYNHN..GEWCEAQTK..NGQGWVPSNYITPVNS
Bca1 (3 65) ..HLNVLAKALYDNVAESPDELSFRKGDIMTVLEQDTQGLDGWWLCSLH..GRQGIVPGNRLKILVG
Btk (214 274) ..SELKKVVALYDYMPMNANDLQLRKGDEYFIL.EESN..LPWWRARDK.NGQEGYIPSNYVTEAED
Crk (132 192) ..EEAEYVRALFDFNGNDEEDLPFKKGDILRIR.DKPE..EQWWNAEDS.EGKRGMIPVPYVEKYRP
Csk (9 70) ..PSGTECIAKYNFHGTAEQDLPFCKGDVLTIVAVTKD..PNWYKAKNKV.GREGIIPANYVQKREG
Fyn (81 142) ..TGVTLFVALYDYEARTEDDLSFHKGEKFQIL.NSSE..GDWWEARSLTTGETGYIPSNYVAPVDS
Lck (60 120) ..LQDNLVIALHSYEPSHDGDLGFEKGEQLRIL.EQ.S..GEWWKAQSLTTGQEGFIPFNFVAKANS
Nck1 (2 61) ..AEEVVVVAKFDYVAQQEQELDIKKNERLWLL.DD.S..KSWWRVRNSM.NKTGFVPSNYVERKNS
Nebl (954 1014) ..PNLRTYRAMYDYSAQDEDEVSFRDGDYIVNV.QPID..DGWMYGTVQRTGRTGMLPANYIEFVN.
Nebu (6610 6669) ..TAGKIFRAMYDYMAADADEVSFKDGDAIINV.QAID..EGWMYGTVQRTGRTGMLPANYVEAI..
Rus1 (844 902) ..QTHRAVRALCDHTAARPDQLSFRRGEVLRVI.TTVD..EDWLRCGRD..GMEGLVPVGYTSLVL.
Shp1 (1 58) ....MVEAIVEFDYQAQHDDELTISVGEIITNI.RKED..GGWWEGQIN..GRRGLFPDNFVREIKK
Src (83 144) ..GGVTTFVALYDYESRTETDLSFKKGERLQIV.NNTE..GDWWLAHSLSTGQTGYIPSNYVAPSDS
Vav1 (617 660) .....................LRLNPGDIVELT..KAEAEQNWWEGRNTSTNEIGWFPCNRVKPYVH
.
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Fig. 3.1 – Alignement des domaines SH3 de diffe´rentes prote´ines. La premie`re ligne correspond a`
la se´quence consensus de la de´finition des domaines SH3.
3.2.2 Homologie de structure
La structure type d’un domaine SH3 est « un tonneau β » compose´ de deux feuillets β
anti-paralle`les. Les principales diffe´rences de structure entre les domaines SH3 que l’on peut
rencontrer, proviennent des diffe´rentes boucles reliant les brins β, dont les longueurs et position-
nements sont tre`s variables.
La topologie des domaines SH3 a e´te´ tre`s bien caracte´rise´e. Le tonneau β est constitue´ de
deux feuillets, qui sont note´s ici β1 et β2. Le feuillet β1 est lui meˆme constitue´ des trois brins
S1, S2 et S5. Le second feuillet β2, quant a` lui, est compose´ du brin S
′
2 (qui prolonge sans
rupture re´elle le brin S2) et des brins S3 et S4. Cette topologie particulie`re, qui implique le brin
S5 C-terminal dans le premier feuillet donne a` ce domaine une tre`s grande stabilite´ de par ce
repliement presque semblable a` un nœud (figure 3.2).
La forte compacite´ des domaines SH3, leur importance dans la signalisation cellulaire, et
leur faible taille en font des mode`les de choix pour la mode´lisation mole´culaire : de nombreux
travaux de de´termination de structures ab-initio, et de de´termination de modes de repliements
ont pris pour cible des domaines SH3 (Borreguero et al., 2004).
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Fig. 3.2 – Le domaine SH3 de RasGAP
Ainsi, au sein de la PDB 2 (Berman et al., 2000), on trouve plus de 100 structures de diffe´rents
domaines SH3, les plus e´tudie´s jusque la` e´tant certainement ceux de la prote´ine Grb2 et de ses
paralogues (notamment Sem5, du ne´matode C. elegans, qui compte e´galement deux domaines
SH3 entourant un domaine SH2).
Nous avons place´ en annexe un tableau re´capitulatif de toutes les structures de domaines
SH3 publie´es a` ce jour dans la PDB (voir p. 235).
3.3 Ligands de domaines SH3
3.3.1 Ligands conventionnels
Les domaines SH3 interagissent conventionnellement avec des motifs de type he´lice polypro-
line de type II (he´lice PPII, Zarrinpar et al., 2003). Une he´lice de ce type est une structure en
he´lice tournant a` gauche, avec trois acides amine´s par tour et une allure ge´ne´rale ressemblant
a` un prisme a` base triangulaire. Ces he´lices sont structure´es par la pre´sence en leur sein de
plusieurs prolines, dont la substitution de l’azote induit une contrainte structurale importante
favorisant la conformation en he´lice PPII(Creamer & Campbell, 2002). La figure 3.3 pre´sente
sche´matiquement les caracte´ristiques de ces he´lices.
2. Protein Data Bank, www.rcsb.org/pdb, Berman et al. (2000)
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(a) Une he´lice PPII s’inscrit parfaitement dans un
prisme a` base triangulaire.
Cα
N
N
N
X PCα
Cβ Cδ
Cα
(b) Sur cette vue dans l’axe de l’he´lice, on note parfai-
tement que les carbones β, ainsi que les substitutions
des azotes de la chaˆıne principale jouent des roˆles pre´-
ponde´rants dans la conformation de l’he´lice et dans
sa reconnaissance par un domaine SH3.
Fig. 3.3 – Structure sche´matique des he´lices polyprolines de type II. D’apre`s (Zarrinpar et al.,
2003)
Ligands de classe I et de classe II
Deux modes de reconnaissance de peptides riches en prolines ont e´te´ identifie´s :
– I : le peptide reconnu a son extre´mite´ N-terminale au niveau de la boucle RT-loop du SH3.
Sa se´quence consensus est de type RxhPPhP 3,
– II : le peptide reconnu a son extre´mite´ C-terminale au niveau de la boucle RT-loop du
SH3. Sa se´quence consensus est de type PxhPxR.
Bien qu’un grand nombre de structures de domaines SH3 ait e´te´ re´solu, en pre´sence ou
non de leurs ligands, les de´terminants essentiels de la reconnaissance de ligands de classe I ou de
classe II ne sont pas encore parfaitement identifie´s. Certains domaines SH3 (comme par exemple
le domaine SH3 de Fyn) reconnaissent des ligands de chacune des deux classes. En revanche, il
semble que d’autres domaines ne reconnaissent que des ligands de classe II. Fernandez-Ballester
et al. (2004) ont propose´ comme explication a` cette spe´cificite´ de reconnaissance des diffe´rences
de conformation du tryptophane tre`s conserve´ (en position 43 dans notre nume´rotation du SH3
de RasGAP). D’apre`s ces auteurs, l’acide amine´ en position 56, qui se trouve a` proximite´ directe
du tryptophane, joue un roˆle particulier dans la stabilisation de la conformation de ce W43 : la
mutation de cet acide amine´ (Y132) dans la prote´ine Fyn en isoleucine abolit la reconnaissance
par Fyn de peptides de classe I, alors que la fixation de peptides de classe II reste possible.
Plate-forme de reconnaissance des domaines SH3 de Grb2
Sur les domaines SH3 de Grb2, dont les structures en pre´sence de ligands peptidiques riches
en prolines ont e´te´ re´solues, il a e´te´ tre`s nettement identifie´ une plate-forme de reconnaissance
pour ces peptides. Cette plate-forme comporte des poches de reconnaissance de deux prolines et
d’un acide amine´ basique (arginine souvent), suivant un motif consensus PxxPxR. De fac¸on assez
inte´ressante, suivant les prote´ines qui se fixent sur ces domaines SH3, ces motifs sont pre´sents
soit dans le sens NH3-PxxPxR-COOH, soit dans le sens NH3-RxPxxP-COOH. La structure en
3. x : acide amine´ quelconque, h : acide amine´ hydrophobe
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he´lice polyproline place les deux prolines des positions i et i + 3 d’un meˆme coˆte´ de l’he´lice et
leur permet d’entrer dans deux poches adjacentes a` la surface du domaine SH3 (sur la figure
3.4, ces deux poches sont note´es S0 et S1).
Fig. 3.4 – Le domaine SH3 N-terminal de Grb2 complexe´ par le peptide VPPPVPPRRR (Vidal
et al., 1998, PDB : 1AZE)
Affinite´ des peptides riches en prolines pour les domaines SH3
Les Kd de peptides riches en prolines pour des domaines SH3 ont e´te´ mesure´es. Toutes ces
valeurs se trouvent dans la gamme 0,2–100 µM . Le tableau 3.1 pre´sente diffe´rents re´sultats de
mesures de Kd de peptides riches en prolines pour diffe´rents domaines SH3.
Prote´ine a` SH3 Ligand Kd Ref.
Grb2 VPPPVPPRRR
2, 6µM (N-term.)
Cussac et al. (1994)
40µM (C-term.)
Sem5 C-term YEVPPPVPPRRR 28µM Lim et al. (1994a)
Abl
APTYSPPPPP 0, 4µM Pisabarro & Serrano (1996)
PPAYPPPPVP 5µM Viguera et al. (1994)
PI3K RKLPPRPRR 7, 6µM Chen et al. (1993)
Src
SFRPLPPLPQFLPMY 185µM Cheadle et al. (1994)
KGGGAAPPLPPRNRPRL 0, 24µM Rickles et al. (1995)
Crk N-term PPPALPPKKR 1, 89µM Knudsen et al. (1995)
Tab. 3.1 – Affinite´s de diffe´rents peptides riches en prolines pour des domaines SH3. Voir e´gale-
ment Yu et al. (1994), Lim et al. (1994b), Alexandropoulos et al. (1995), Wittekind et al. (1994)
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Dime`re de peptides a` forte affinite´
La de´termination de la structure comple`te de la prote´ine Grb2, et en particulier des posi-
tions relatives de ses deux domaines SH3 a permis la conception par mode´lisation mole´culaire
d’une mole´cule se fixant simultane´ment sur ces deux domaines, constitue´e du dime`re des pep-
tides VPPPVPPRRR relie´ par un espaceur. Alors que chacun des deux peptides ne posse`de qu’une
affinite´ de 2, 6 et 40µM (respectivement pour les domaines N-ter et C-ter), le dime`re a pour la
prote´ine entie`re une affinite´ de 40nM (Cussac et al., 1999) et posse`de une activite´ anti-tumorale
sur diffe´rents mode`les tumoraux : in vitro (Garbay & Roques, 1999) et in vivo sur tumeurs
xe´nogreffe´es sur souris nude, en synergie avec le docetaxel (Taxote`re➤, Gril et al., 2004). La mo-
dification de certains re´sidus de ce « peptidime`re », en les remplac¸ant par des acides α-amine´s
N-alkyle´s a meˆme permis d’augmenter conside´rablement l’affinite´ de ces mole´cules (Vidal et al.,
2004).
Un second site de reconnaissance sur le domaine SH3 N-ter de Grb2
Vidal et al. (1998) ont montre´ que les acides amine´s 36 a` 45 du domaine SH3 N-terminal de
Grb2 constituaient un second site de liaison avec certains de ses ligands, en comple´ment de la
conventionnelle plate-forme de reconnaissance des peptides riches en prolines.
En effet, la prote´ine Sos posse`de une forte affinite´ pour Grb2 (de l’ordre de quelques dizaines
de nanomolaire), acquise graˆce a` une reconnaissance simultane´e des deux domaines SH3 de Grb2
(l’interaction entre Sos et un seul domaine SH3 de Grb2 est bien moins forte). En revanche, la
prote´ine Dynamine interagit de fac¸on bien plus forte avec un seul domaine SH3 de Grb2, et cette
meilleure affinite´ est due a` l’utilisation de ce second site de fixation, qui comple`te la plate-forme
conventionnelle commune a` Sos et Dynamine.
Cette proprie´te´ de ce domaine SH3 semble eˆtre partage´e avec des domaines SH3 d’autres
prote´ines, notamment Src (Schumacher et al., 1996) ou Vav (Romero et al., 1996).
3.3.2 Ligands non conventionnels
Un certain nombre de domaines SH3 reconnaissent des ligands n’appartenant pas aux classes
mentionne´es ci-dessus. Le tableau 3.2 pre´sente diffe´rents domaines SH3 qui ont e´te´ identifie´s
a` ce jour comme reconnaissant des peptides ne suivant pas la se´quence consensus PxxP. La
comparaison des se´quences de ces domaines avec celle de RasGAP n’apporte pas d’informations
convenables pour la de´finition de nouveaux motifs de reconnaissance pour cette prote´ine qui
nous inte´resse particulie`rement.
Meˆme s’il en avait e´te´ autrement et par exemple s’il avait e´te´ possible d’obtenir par ces ali-
gnements de se´quences (entre le domaine SH3 de RasGAP et d’autres domaines SH3 non conven-
tionnels dont des ligands peptidiques sont connus) une premie`re ide´e d’une se´quence consensus
de peptides inhibiteurs de RasGAP-SH3, la relative impre´cision des donne´es structurales dispo-
nibles ne permettrait pas de mener des calculs de mode´lisation mole´culaire suffisamment pre´cis
pour la conception de peptides interagissant avec RasGAP-SH3.
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SH3 Ligand Motif Ref
Fyn SKAP55 RKxxYxxY Kang et al. (2000)
Vav Ku-70 ? Romero et al. (1996)
Pex13p Pex5p WxxQF Barnett et al. (2000)
Eps8 synthetic (phage display) PxxDY Mongiov´ı et al. (1999)
Gads SLP-76 RxxK Liu et al. (2003)
Hrs-BP UBPY Px(V/I)(D/N)RxxKP Kato et al. (2000)
Tab. 3.2 – Domaines SH3 non conventionnels et motifs de reconnaissance propose´s
3.4 Conception d’inhibiteurs de domaines SH3
L’importante surface d’interaction entre les domaines SH3 et leurs ligands 4 rend tre`s difficile
la conception de petites mole´cules pouvant, selon les crite`res des « Cinq Re`gles de Lipinski 5 »
eˆtre utilise´es comme mole´cules the´rapeutiques. Bien e´videmment, les peptides que nous avons
conc¸us et qui sont pre´sente´s dans ce manuscrit ne respectent pas ces re`gles.
Cependant, une meilleure connaissance des caracte´ristiques des sites d’interaction implique´s
dans ces reconnaissances devrait permettre dans certains cas d’identifier de petites mole´cules
inhibitrices de domaines SH3.
De plus, l’obtention de peptides posse´dant une activite´ anti-tumorale (sur mode`les cellulaires
par exemple) ciblant une interaction donne´e est un tre`s bon moyen de valider cette cible 6.
En prenant pour cible non pas le domaine SH3, mais son ligand, Oneyama et al. (2002) ont
identifie´ une petite mole´cule, UCS15A, capable d’inhiber l’interaction Sam68/Src, qui reconnaˆıt
non pas le domaine SH3 de Src, mais la re´gion riche en proline de Sam68 (voir e´galement la
figure 3.5 et Oneyama et al., 2003).
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Fig. 3.5 – UCS15A : inhibiteur de l’interaction Sam68/Src, se fixant sur la re´gion riche en proline
de Sam68
4. Voir par exemple la figure 3.4, sur laquelle apparaissent nettement que trois poches de reconnaissance sont
implique´es dans l’interaction.
5. Les cinq re`gles de Lipinski et al. (2001), qui sont propose´es pour e´carter en premie`re instance certaines
mole´cules avant tout de´veloppement pre´clinique ou clinique, sont :
– masse mole´culaire infe´rieure a` 500,
– c log P < 5 (crite`re d’hydrophobicite´, obtenue par mesure ou par calcul),
– nombre de sites donneurs de liaisons hydroge`nes infe´rieur a` 5,
– nombre de sites accepteurs de liaisons hydroge`nes infe´rieur a` 10,
– nombre de cycles fusionne´s infe´rieur a` 5.
6. Pour une liste relativement comple`te de peptides ayant ce type d’activite´, on pourra par exemple se reporter
a` la revue de Janin (2003). Berg (2003) a e´galement publie´ une revue des diffe´rentes me´thodes ayant permis
d’identifier ou de concevoir de petites mole´cules inhibitrices d’interactions prote´ine-prote´ine.
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La recherche d’inhibiteurs non peptidiques de domaines SH3 par criblage a` haut de´bit de
chimiothe`ques est en cours actuellement. Les premiers re´sultats ont e´te´ publie´s par plusieurs
e´quipes (voir notamment Inglis et al., 2004). L’approche rationnelle, par modification de peptides
issus de prote´ines connues pour leur interaction avec des domaines SH3 a donc pour l’instant
e´te´ privile´gie´e 7. On peut notamment citer d’importants travaux de modification se´lective des
diffe´rents acides amine´s de l’he´lice poly-proline du peptide issu de Sos reconnaissant les domaines
SH3 de Grb-2 8 (Nguyen et al., 1998, 2000). Le principe de ces travaux consiste principalement
a` tenter d’ame´liorer a` la fois l’affinite´ et la spe´cificite´ de l’inhibition de ces interactions par des
pepto¨ıdes (peptides dont certains acides amine´s sont non naturels). Ainsi, l’utilisation d’acides
amine´s N-substitue´s en remplacement des prolines en positions P2 et P−1 (voir figure 3.6) s’est
re´ve´le´e une voie de recherche inte´ressante.
Requires C-substituted residue (proline or normal amino acid)
Requires N-substituted residue (proline or peptoid)
Flanking basic residue
(a)
Amino terminus
Carboxyl terminus
SH3 surface
P3
2P
1P
0P
–2P
–3P
–1P
PxxP binding grooves
Specificity pocket
(a)
NH  -Y   E   V   P   P   P   V   P   P   R   R   R -CONH2 2
3 2 1 0 –1 –2 –3P P P P P P PSite:
Sos peptide:
P - x P - RxConsensus  motif: -    -    - -    -
(b)
Fig. 3.6 – Nguyen et al. (2000) ont propose´ des modifications des prolines en positions P2 et
P−1, en les remplac¸ant par des acides amine´s N-substitue´s non naturels.
Feng et al. (1996) ont obtenu par chimie combinatoire plusieurs familles de modifications
de ligands peptidiques du domaine SH3 de Src (voir figure 3.7). Chen et al. (1993) avaient
de´ja` re´alise´ des travaux semblables, mais concernant la recherche d’inhibiteurs peptidiques du
domaine SH3 de PI3K.
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Fig. 3.7 – Quelques mole´cules propose´es par Feng et al. (1996) comme inhibiteurs du SH3 de
Src.
7. Dans ce cadre, on peut e´galement citer les travaux de Brannetti et al. (2000), qui ont mis au point un
algorithme permettant de pre´dire (a` partir des nombreuses donne´es de la litte´rature), connaissant la structure
cristallographique d’un quelconque domaine SH3, la se´quence et la structure de peptides interagissant avec ce
domaine.
8. L’interaction Grb2/Sos est probablement l’interaction SH3/« peptide riche en proline » la plus e´tudie´e (voir
par exemple le tableau C.1).
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Conclusion du chapitre 3
Les domaines SH3 constituent donc des cibles d’un type nouveau dans le cadre a` la fois de
la conception rationnelle et du criblage a` haut de´bit de chimiothe`ques, dans l’objectif d’obtenir
des inhibiteurs de la signalisation a` vise´e the´rapeutique. Cependant, leur forte compacite´ et leur
petite taille devraient permettre le succe`s de telles de´marches.
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Chapitre 4
La prote´ine RasGAP
4.1 Ge´ne´ralite´s
La prote´ine RasGAP (Ras GTP-ase Activating Protein) est une prote´ine de 120kDa 1, com-
pose´e principalement d’un domaine GAP C-terminal, et d’une re´gion N-terminale comprenant
plusieurs domaines : notamment un domaine SH3 encadre´ par deux domaines SH2, un domaine
PH (Plextrin Homology Domain) et un domaine C2 (pKC-conserved region 2 e´galemment de´-
nomme´ CaLB, pour Ca2+-dependent Lipid Binding Domain).
Cette prote´ine est exprime´e dans tous les types cellulaires.
SH2 PH C2 GAPSH2
181
256 351 443 596 692
1047
717 1026494 574279 341
SH3
455157
Caspase
cleavage site 1
Caspase
cleavage site 2
Fig. 4.1 – Les diffe´rents domaines composant la prote´ine RasGAP
Localisation chromosomique Le ge`ne RASA1 dont RasGAP est le principal produit est porte´
par le locus 5q13 (Hsieh et al., 1989).
Le syndrome CM-AVM Ce locus a re´cemment e´te´ identifie´ par Eerola et al. (2002) comme
e´tant implique´ dans des cas d’anomalies familiales du de´veloppement vasculaire (« taches de
vin »). Ce meˆme groupe a de´montre´ peu apre`s que le ge`ne RASA1 e´tait directement responsable
de ce phe´notype, par des mutations inactivantes he´te´rozygotes (Eerola et al., 2003). Ce syndrome
lie´ a` RASA1 a e´te´ appele´ par ces auteurs « CM-AVM » (capillary malformation-arteriovenous
malformation). Les phe´notypes observe´s s’expliquent par l’implication de RasGAP dans de nom-
breuses voies de signalisation lie´es a` des re´cepteurs aux facteurs de croissance, controˆlant la
prolife´ration, la migration et la survie de diffe´rents types cellulaires, et notamment des cellules
endothe´liales vasculaires. Il s’agit de la seule maladie ge´ne´tique he´re´ditaire lie´ a` RASA1 de´crite.
1. Une autre isoforme de 100kDa (diffe´rant par sa partie N-terminale et posse´dant e´galement une activite´
GAP) est exprime´e dans certains tissus, notamment le placenta, mais nous n’en discuterons pas ici, e´tant donne´
que son implication dans des cancers n’a jamais e´te´ mise en e´vidence (Zhang et al., 1993).
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Mutations de RASA1 et cancer Ras est mute´ dans un grand nombre de cancers, principa-
lement au niveau d’acides amine´s implique´s dans l’activite´ GTPase intrinse`que de Ras ou dans
la liaison de Ras a` RasGAP. Ces prote´ines mutantes ne sont alors plus capables d’hydrolyser le
GTP, meˆme avec le concours d’une prote´ine a` activite´ GAP telle que RasGAP et restent donc
constitutivement actives. Friedman et al. (1993) ont recherche´ dans une large collection de tu-
meurs des mutations non pas des ge`nes Ras, mais de RASA1 , qui auraient pour effet de placer
RasGAP dans l’incapacite´ de jouer son roˆle de catalyseur de la faible activite´ GTPase de Ras,
et qui auraient la meˆme conse´quence : l’activation quasi permanente de Ras et de sa voie de
signalisation. De fac¸on assez surprenante, les mutations qu’ils ont identifie´es se trouvent dans le
domaine SH2 C-terminal et sont de simples mutations ponctuelles (L398R, G400K et V401I).
Ils n’ont donc pas trouve´ de mutations au sein du domaine catalytique GAP. Ces re´sultats ont
e´te´ corrobore´s par la suite, en montrant l’absence de mutations importantes de ce domaine GAP
dans un grand nombre de tumeurs du poumon 2 (Mitsudomi et al., 1994).
Souris knock-out RASA1-/- Henkemeyer et al. (1995) ont obtenu des souris RASA1 -/-. Cette
mutation affecte notamment la capacite´ des cellules endothe´liales a` de´velopper un re´seau vas-
culaire complexe, et entraˆıne une importante mortalite´ neuronale. Ce meˆme phe´notype a e´te´
obtenu par transfection de cellules ES par un siRNA dirige´ contre l’ARNm de RasGAP (Kunath
et al., 2003).
Clonage et caracte´risation La prote´ine RasGAP a tout d’abord e´te´ identifie´e comme une
prote´ine cytosolique capable de catalyser l’activite´ GTPase de Ras (Trahey & McCormick, 1987,
Gibbs et al., 1988).
4.2 Re´gulation
Re´gulation par prote´olyse La re´gulation principale des diffe´rentes activite´s de RasGAP
provient de la re´gulation de l’abondance de cette prote´ine. Si certaines autres prote´ines a` activite´
GAP sont de´grade´es par la voie de l’Ubiquitine et du prote´asome (notamment NF-1, Cichowski
et al., 2003), il semble que RasGAP soit principalement re´gule´e par clivage par les Caspases (voir
p. 81 et Yang & Widmann, 2002a, 2001).
Re´gulation par des prote´ines virales Lors de l’infection de cellules humaines par le virus
HSV-2 (Herpes Simplex Virus type 2 ), la prote´ine kinase virale ICP10 phosphoryle et provoque
l’inhibition de RasGAP, entraˆınant une subse´quente suractivation de la voie Ras/MAPK (Smith
et al., 2000, 1994). De meˆme, l’infection par Coxsackievirus B-3 provoque une inhibition de
RasGAP par une de´gradation n’impliquant pas les Caspases.
4.3 Activite´ GAP
L’activite´ GAP de la prote´ine RasGAP consiste en la catalyse de l’hydrolyse du GTP en
GDP, ce nucle´otide e´tant lie´ a` une petite GTPase, Ras. A ce jour, cinq autres prote´ines ont e´te´
identifie´es chez l’homme comme posse´dant cette activite´ :
– NF-1 (Neurofibromin-1), identifie´e par Xu et al. (1990),
2. Tumeurs pulmonaires a` petites cellules (SCLC) / non a` petites cellules (NSCLC)
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– SynGAP, prote´ine GAP synaptique, isole´e par Chen et al. (1998),
– p100GAP 3, produit du ge`ne Gap1m., identifie´e par Maekawa et al. (1994),
– GAP1IP4BP, identifie´e par Maekawa et al. (1994) 4,
– IQGAP1, identifie´e par Weissbach et al. (1994).
Ces cinq prote´ines posse`dent un domaine GAP ayant une assez grande homologie avec celui
de RasGAP, et ces domaines ont tous une activite´ GAP vis a` vis de Ras-GTP (figure 4.2). En
revanche, les autres domaines diffe`rent de ceux de la prote´ine qui nous inte´resse particulie`rement
ici, et leur implication dans la voie de signalisation de Ras en tant qu’effecteur n’a pas e´te´
envisage´e 5. Un alignement des se´quences des domaines GAP de ces diffe´rentes prote´ines est
pre´sente´ par la figure 4.2.
Le site catalytique responsable de l’activite´ GAP est constitue´ en de´finitive par le complexe
Ras/domaine GAP de RasGAP. Ce site actif a e´te´ tre`s largement e´tudie´, et sa structure a e´te´
re´solue par cristallographie aux rayons X (Scheffzek et al., 1997, PDB : 1WQ1). La figure 2.8 (p.
56) pre´sente cette structure.
La conception de mole´cules inhibitrices de Ras, re´alisant une modulation ne´gative de la voie
de signalisation Ras en empeˆchant la fixation des effecteurs de Ras sur sa forme active tire parti
d’informations issues de cette structure. Notamment, Zeng & Treutlein (1999), ainsi que d’autres
e´quipes ont propose´ l’utilisation non seulement du site de fixation des effecteurs de Ras, mais
e´galement du site de liaison a` RasGAP pour la fixation de tels inhibiteurs, permettant ainsi
d’accroˆıtre le nombre d’interactions disponibles pour augmenter l’affinite´ de ces mole´cules pour
Ras active´. Il a ainsi e´te´ propose´ de de´velopper des mole´cules posse´dant une double spe´cificite´,
d’une part reconnaissant le domaine effecteur de Ras en s’inspirant de la structure du complexe
Ras/Raf, et d’autre part en s’inspirant du complexe Ras/RasGAP 6.
3. A ne pas confondre avec l’isoforme de 100kDa de RasGAP
4. Cette prote´ine n’est pas repre´sente´e sur la figure 4.2.
5. Mis a` part pour la prote´ine NF-1, pour laquelle quelques indices semblent avoir e´te´ donne´s concernant son
roˆle d’effecteur (McCormick, 1995, Andersen et al., 1993, The et al., 1993, Johnson et al., 1993, 1994).
6. Il s’agit bien e´videmment d’e´viter d’obtenir des inhibiteurs de l’interaction Ras/RasGAP seule, qui auraient
une activite´ inverse de celle recherche´e, en empeˆchant l’inactivation par RasGAP de la voie Ras.
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RasGAP ......MEKIMPEEEYSEFKELILQKELHVVYALSHVCGQDRTLLASILLRIFLHEKLESLLLCTLNDREISMEDEATTLFRATTLASTLMEQYMKATATQFVHHALKDSILKIMES...
NF-1 .........FERLVELVTMMGDQGELPIAMALANVVPCSQWDELARVLVTLFDSRHLLYQLLWNMFSKEVELADS.MQTLFRGNSLASKIMTFCFKVYGATYLQKLLDPLLRIVITSSDW
SynGAP ...ILPMELYKEFAEYVTN....HYRMLCAVLEPALNVKGKEEVASALVHILQSTGKAKDFLSDMAMSEVDRFMEREHLIFRENTLATKAIEEYMRLIGQKYLKDAIGEFIRALYES...
p100GAP EDYVLPSEYYGPLKTLLLKSPDVQPISASAAYILSEICRDKNDAVLPLVRLLLHHDKLVPFATAVAELDLKDTQD.ANTIFRGNSLATRCLDEMMKIVGGHYLKVTLKPILDEICDS...
GAPIP4BP EDHVFSSDYYRPLRDLLLKSADVEPVSASAAHILGEVCREKQEAAVPLVRLFLHYGRVVPFISAIASAEVKRTQD.PNTIFRGNSLASKCIDETMKLAGMHYLHVTLKPAIEEICRA...
IQGAP1 ...........TLYNYASNQREEYLLLKLFKTALEEEIKSKVDQVQDIVTGNPTVIKMVVSFNRGARGQNTLRQLLAPVVKEIIDDKSLIINTNPVEVYKAWVNQLETQTGEASKLP...
830. 840. 850. 860. 870. 880. 890. 900. 910. 920. 930.
RasGAP .KQSCELSPSKLEKNEDVNTNLTHLLNILSELVEKIFMASEILPPTLRYIYGCLQKSVQHKWPTNTT.MRTRVVSGFVFLRLICPAILNPRMFNIISDSPSPIAA....RTLILVAKSVQ
NF-1 QHVSFEVDPTRLEPSESLEENQRNLLQMTEKFFHAIISSSSEFPPQLRSVCHCLYQVVSQRFPQN....SIGAVGSAMFLRFINPAIVSPYEAGILDKKPPPRIE....RGLKLMSKILQ
SynGAP .EENCEVDPIKCTAS.SLAEHQANLRMCCELALCKVVNSHCVFPRELKEVFASWRLRCAERGRED...IADRLISASLFLRFLCPAIMSPSLFGLMQEYPDEQTS....RTLTLIAKVIQ
p100GAP .SKSCEIDPIKLKEGDNVENNKENLRYYVDKLFNTIVKSSMSCPTVMCDIFYSLRQMATQRFPNDPH.VQYSAVSSFVFLRFFAVAVVSPHTFHLRPHHPDAQTI....RTLTLISKTIQ
GAPIP4BP .HKPCEIDPVKLKDGENLENNMENLRYYVDRVFHAITESGVSCPTVMCDIFFSLREAGAKRFQDDPD.VRYTAVSSFIFLRFFGPAILSPNLFQLTPHHTDPQTS....RTLTLISKTVQ
IQGAP1 YDVTTEQALTYPEVKNKLEASIENLRRVTDKVLNSIISSLDLLPYGLRYIAKVLKNSIHEKFPDATEDELLKIVGNLLYYRYMNPAIVAPDGFDIIDMTAGGQINSDQRRNLGSVAKVLQ
940. 950. 960. 970. 980. 990. 1000. 1010. 1020. 1030. 1040.
RasGAP NLAN.......LVEFGAKEPYMEGVNPFIKSNKHRMIMFLDELGNVPELPDTTEHSRTDLSRDLAALHEICVAHSDELRTLSNERGAQQHVLKKLLAITELLQQKQNQYTKTN....
NF-1 SIAN.......HVLFTKEEHMRPFNDFVKSNFDAARRFFLDIASDCPTSDAVNHSLSFISDGNVLALHRLLWNNQEKIGQYLSSNRDHKAVGRRPFDKMATLLAYLGPPEHKPVADT
SynGAP NLAN.......FSKFTSKEDFLGFMNEFLELEWGSMQQFLYEISNLDTLTNSSSFEGYIDLG................RELSTLHALLWEVLPQLSKE...................
p100GAP TLGSWGSLSKSKSSFKETFMCEFFKMFQEEGYIIAVKKFLDEISSTETKESSGTSEPVHLKE................GEMYKRAQGRTRIGKKNFKKRWFCLTSRELTYHK.....
GAPIP4BP TLG...SASKSKSASLWSPTWLHFMNSSMSRNMLMRKNFLDLISSSGRDPKS.VEQAIVLKE................GFMIKRGQGRKRFGMKNFKKRWFRLTNSEFTYQK.....
IQGAP1 HAAS.......NKLFEGENEHLSSMNNYLSETYQEFRKYFKEACNVPEPEEKFNMDKYTDLVT..................VSKPVIYISIEEIISTHSLLLEHQDAIAPEKN....
Fig. 4.2 – Alignement des se´quences des domaines GAP identifie´s chez l’homme. Les domaines aligne´s sont les suivants : RasGAP714−1044 ;
NF-11205−1536 ; SynGAP352−647 ; p100GAP317−642 ; GAPIP4BP289−610 ; IQGAP1921−1234
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4.4 La re´gion N-Ter
Comme nous l’avons vu, la re´gion C-terminale de RasGAP correspond au domaine a` activite´
GAP vis a` vis de Ras, et regroupe a` la fois les re´sidus implique´s dans la liaison a` Ras et dans
l’activite´ catalytique GAP.
En revanche, la re´gion N-terminale de RasGAP ne participe pas a` l’activite´ GAP. Cependant,
de nombreuses expe´riences soutiennent l’hypothe`se d’une modification conformationnelle de cette
re´gion lorsque RasGAP interagit avec Ras active´ (voir notamment Martin et al., 1992). On peut
donc tout a` fait supposer que cette re´gion joue un roˆle d’effecteur de Ras, c’est a` dire que cette
interaction entraˆıne, en paralle`le du roˆle de re´gulateur ne´gatif joue´ par le domaine GAP, un roˆle
de transmission de signaux.
4.4.1 La re´gion N-terminale de RasGAP est responsable de son activite´ d’ef-
fecteur de Ras
Mise en e´vidence de ce roˆle d’effecteur
Le tableau 4.1 pre´sente les diffe´rentes expe´riences de´montrant l’implication de RasGAP en
tant qu’effecteur de Ras. Nous allons de´tailler les principales ci-dessous.
Les premiers indices du roˆle d’effecteur de RasGAP, dont l’activite´ GAP est par de´finition de
de´sactiver Ras, ont e´te´ donne´s par Adari et al. (1988) et Cale´s et al. (1988). Ils ont montre´ que
RasGAP interagit avec Ras au niveau de sa « re´gion de liaison aux effecteurs ». Ces premie`res
expe´riences ont tout d’abord e´te´ contredites par l’e´tude de mutants de Ras au niveau de ce site
de liaison a` RasGAP, qui n’oˆtent pas le potentiel oncoge´nique de Ras (Marshall & Hettich, 1993).
Cependant, il semble que Ras implique diffe´rents effecteurs suivant le type d’effet observe´.
Ainsi, il a e´te´ montre´ que l’ouverture de canaux ioniques a` potassium conse´cutive a` l’activa-
tion de re´cepteurs muscariniques est de´pendante de la formation du complexe Ras/RasGAP, et
que cette ouverture peut eˆtre obtenue par le seul domaine N-terminal de RasGAP (Yatani et al.,
1990, Martin et al., 1992).
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Description Ref.
Ouverture de canaux K+ :
– active´e par les re´cepteurs muscariniques,
– normalement de´pendante de Ras et RasGAP,
– obtenue par domaine N-ter de RasGAP seul.
Yatani et al. (1990),
Martin et al. (1992)
Maturation d’ovocytes de Xenopus laevis :
– de´clenche´e par l’expression de RasG12V (provoque e´galement l’ac-
tivation des MAPK),
– inhibe´e par la micro-injection de RasGAP-SH3 (n’inhibe pas les
MAPK).
Pomerance et al. (1996),
Tocque´ et al. (1997),
Hartwell (1992)
L’expression du domaine N-ter de RasGAP :
– bloque l’activite´ oncoge´nique de H-Rasonc,
– ne bloque pas l’activite´ oncoge´nique de Raf.
Clark et al. (1993)
L’expression du domaine N-ter de RasGAP :
– bloque l’activation de JNK par Ras,
– ne bloque pas l’activation des MAPK par Ras.
Clark et al. (1997)
L’expression du domaine N-ter de RasGAP :
– alte`re la morphologie cellulaire,
– alte`re l’organisation du cytosquelette.
McGlade et al. (1993)
Tab. 4.1 – Expe´riences montrant le roˆle de RasGAP en tant qu’effecteur de Ras
Le domaine SH3 de RasGAP au cœur de son activite´ effectrice
L’identification de ce roˆle joue´ par la re´gion N-terminale de RasGAP a conduit plusieurs
e´quipes a` rechercher au sein de cette re´gion, comptant cinq domaines d’homologie et pre`s de 700
acides amine´s, la partie responsable de ce cette activite´ effectrice de Ras.
Les premiers re´sultats ont e´te´ obtenus par l’e´quipe de B. Tocque´, et ont montre´ que la
micro-injection de l’anticorps monoclonal mAb200 7, dirige´ contre RasGAP, permettait d’obtenir
une inhibition de la maturation d’ovocytes de Xenopus laevis induite par l’activation de la voie
Ras (induction hormonale ou par H-RasG12K, Duchesne et al., 1993). La recherche de l’e´pitope de
cet anticorps a permis a` cette e´quipe de montrer qu’il reconnaissait spe´cifiquement le domaine
SH3 de RasGAP, au niveau des acides amine´s 277 a` 287 et 313 a` 317 (une se´rie de de´capeptides
chevauchant, recouvrant la re´gion 273-351 de RasGAP a permis par test ELISA de montrer ce
re´sultat).
De plus, la meˆme e´quipe a montre´ que l’inhibition par l’anticorps α-RasGAP-SH3 mAb200 de
la maturation d’ovocytes de X. laevis de´clenche´e par l’expression du mutant oncoge`ne RasG12V
n’empeˆche pas l’activation par Ras des MAPK (Pomerance et al., 1996, Tocque´ et al., 1997). Ce
re´sultat tre`s important de´montre pour la premie`re fois l’existence d’une voie de signalisation
propre a` RasGAP, inde´pendante a priori des autres voies de signalisation classique active´es par
7. L’obtention de cet anticorps (IgG γ1, k)a e´te´ de´crite par Mollat et al. (1992). Il e´tait alors appele´ GP200.
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Ras.
Ces travaux sur le mode`le des ovocytes de batracien ont ensuite e´te´ comple´te´s par des ex-
pe´riences sur cellules murines et humaines. Notamment, la micro-injection de cet anticorps α-
RasGAP-SH3 mAb200 dans des cellules Swiss 3T3 (fibroblastes de souris transforme´s par le
virus de Moloney) provoque l’inhibition de la re´organisation du microsquelette d’actine et en
particulier de la formation de fibres de stress, normalement conse´cutives a` l’activation de la
voie Ras par l’action de facteurs de croissance ou par la co-injection de H-RasG12K. De plus, la
co-injection de Rho permet la re´version de ce phe´notype d’inhibition de la formation de fibres de
stress d’actine, montrant donc que la voie de signalisation impliquant RasGAP-SH3 active celle
de Rho (Leblanc et al., 1998).
Enfin, Leblanc et al. (1999) ont montre´ que la micro-injection de cet anticorps mAb200
provoque l’entre´e en apoptose de cellules tumorales humaines, et que ce phe´notype n’est pas
observe´ dans des cellules normales. Les ligne´es cellulaires tumorales utilise´es par ces auteurs
sont NCI-H460 (cellules humaines de cancer du poumon non a` petites cellules), HCT116 (cancer
du colon) et HeLa (cancer du col de l’ute´rus), et les cellules controˆles normales sont des cellules
NHDF (Normal Human Dermal Fibroblast) et NHBE (Normal Human Bronchial Epithelial).
Ce re´sultat est tout a` fait cohe´rent avec la re´gression tumorale obtenue sur des cellules HCT116
greffe´es sur souris nude, par l’expression du fragment neutralisant de l’anticorps α-Ras Y13-259
(sous forme de scFv single chain Fv, Cochet et al., 1998).
Ces expe´riences impliquent donc le domaine SH3 de RasGAP dans la re´gulation de diffe´rents
me´canismes jouant un roˆle particulie`rement important dans le de´veloppement tumoral : ajuste-
ment de l’e´quilibre survie/apoptose d’une part, et e´galement organisation du cytosquelette, dont
on connaˆıt l’importance dans la migration cellulaire ne´cessaire a` la formation de me´tastases.
Ces expe´riences constituent donc, avec l’identification re´cente des partenaires de ce domaine
au sein de cette nouvelle voie de signalisation 8, le socle d’informations ayant fonde´ l’inte´reˆt
que nous avons porte´ a` ce domaine SH3 en tant que cible the´rapeutique pour la conception de
mole´cules anti-tumorales.
Comment ce roˆle d’effecteur peut-il s’expliquer ?
Le mode`le couramment admis maintenant explique cette transmission par une modification
structurale de la re´gion N-terminale de RasGAP conse´cutive a` la fixation de Ras-GTP, rendant les
domaines SH2 et SH3 accessibles aux prote´ines susceptibles de s’y fixer. Hu & Settleman (1997)
ont propose´ une modification de ce mode`le, en montrant que l’accessibilite´ du domaine SH3 de
RasGAP est de´pendante de la fixation des deux domaines SH2 qui l’entourent sur la prote´ine
p190-RhoGAP. Cette prote´ine est implique´e dans la re´gulation du cytosquelette d’actine, celui-ci
jouant un roˆle tre`s important dans la motilite´ cellulaire et la diffe´renciation (van der Geer et al.,
1997, Leblanc et al., 1998, McGlade et al., 1993). Ces me´canismes, largement implique´s dans
la capacite´ des tumeurs a` former des me´tastases, confortent l’hypothe`se du roˆle du domaine
N-terminal de RasGAP dans les processus tumoraux.
8. Notamment l’identification des prote´ines de la famille Aurora, implique´es dans la re´gulation de la division
cellulaire et dans de nombreux cancers, voir p. 88.
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Fig. 4.3 – Mode`les de´crivant les conditions de l’accessibilite´ de RasGAP-SH3. (a) Le mode`le que
nous proposons pour comple´ter le mode`le (b) formule´ par Hu & Settleman (1997). D’apre`s cette figure,
l’accessibilite´ du domaine SH3 de RasGAP serait conditionne´e tout d’abord par l’activation de Ras (ce qui
permet donc d’expliquer le caracte`re effecteur de Ras joue´ par RasGAP-SH3, et dans un second temps par
la liaison des deux domaines SH2 entourant le domaine SH3 a` la prote´ine p190-RhoGAP, phosphoryle´e
sur les tyrosines 1087 et 1105.
Le mode`le de Hu & Settleman (1997) suppose que l’accessibilite´ du domaine SH3 de Ras-
GAP de´pend de la liaison de p190-RhoGAP sur les deux SH2 (figure 4.3(b)). Cependant, pour
expliquer totalement le roˆle de RasGAP en tant qu’effecteur de Ras, il faut ajouter une contrainte
supple´mentaire. En conse´quence, ce nouveau mode`le supposerait en comple´ment que la liaison
d’une prote´ine sur les domaines SH2 ne serait possible qu’apre`s liaison de RasGAP sur Ras active´
(lie´ au GTP ou rendu oncoge`ne par mutation). Ce mode`le avait e´te´ partiellement formule´ par
Martin et al. (1992). La figure 4.3(a) pre´sente donc l’e´tape initiale de modification de la confor-
mation que nous proposons comme e´tant le re´sultat de la fixation de RasGAP sur Ras active´ (lie´
au GTP), qui va permettre l’inactivation de Ras et la leve´e de l’inhibition des domaines SH2 de
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RasGAP. De`s lors que RasGAP se trouve dans un e´tat « active´ », cette prote´ine va pouvoir jouer
son roˆle d’effecteur de Ras.
4.4.2 Clivage par les Caspases de la re´gion N-ter de RasGAP
La compre´hension de l’activite´ de la re´gion N-terminale de la prote´ine RasGAP constitue tre`s
certainement le cœur de la proble´matique souleve´e par les paragraphes pre´ce´dents. Dans ce cadre,
l’e´tude des diffe´rents roˆles joue´s par le clivage de RasGAP par les prote´ines Caspases, implique´es
dans l’apoptose est particulie`rement inte´ressante et fait l’objet des paragraphes suivants.
Re´gulation de l’apoptose par le clivage de RasGAP
Widmann et al. (1998) ont e´tudie´ la re´gulation de l’e´quilibre apoptose/survie, qui serait,
selon leur mode`le, re´gule´e par le clivage de prote´ines implique´es dans la signalisation cellulaire
par les prote´ases de la famille des Caspases (voir e´galement Yang & Widmann, 2002b). En effet,
de nombreuses expe´riences ont de´montre´ que la survie cellulaire de´pendrait de la permanence de
signaux anti-apoptotiques, qui empeˆchent la cellule d’entrer en apoptose. Le clivage prote´olytique
de prote´ines implique´es dans ces signaux anti-apoptotiques serait donc un moyen de provoquer
l’apoptose cellulaire.
Dans le cas de cellules tumorales, l’inhibition de l’apoptose 9, qui devrait normalement sur-
venir en conse´quence des alte´rations cellulaires et chromosomiques, est probablement l’un des
me´canismes cle´s sur lesquels la conception de mole´cules d’inte´reˆt the´rapeutique pourrait s’ap-
puyer. Cette approche a notamment e´te´ suivie en essayant de provoquer l’apoptose par inhibition
de domaines BH3, que nous avons de´ja` cite´e dans la section 2.4 (p. 50).
Dans ce contexte, le clivage de RasGAP sur plusieurs sites de la re´gion N-terminale par les
Caspases (Wen et al., 1998) et la re´gulation de l’apoptose lie´e a` la pre´sence des fragments issus de
ce clivage sont des points tout a` fait importants pour la compre´hension du roˆle de cette re´gion.
En effet, cette re´gion comporte e´galement les domaines implique´s dans le roˆle d’effecteur de Ras,
et notamment le domaine SH3 qui nous inte´resse particulie`rement ici.
9. Cette inhibition peut par exemple avoir pour origine l’inactivation de certains ge`nes suppresseurs de tumeurs.
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Fig. 4.4 – Clivage de RasGAP par les Caspases en deux positions. Les se´quences des deux
sites de clivage sont DEGD|S et DTVD|G, suivent la se´quence consensus de clivage par les Caspase-
3/-7. Cette figure est adapte´e d’une figure du site web de l’e´quipe de Christian Widmann (www-
ibcm.unil.ch/research/widmann).
RasGAP est clive´ successivement en deux positions par les Caspases (Wen et al., 1998, Yang
et al., 2004, Yang & Widmann, 2002a, 2001, voir e´galement la figure 4.4). Tout d’abord, RasGAP
est clive´ en position 455, libe´rant deux fragments : un long fragment C-terminal comprenant les
domaines GAP, PH et C2, et un autre fragment N-terminal comprenant le domaine SH3, les
deux SH2, ainsi que la partie tout a` fait a` l’extre´mite´ N-terminale de RasGAP. Ce fragment rela-
tivement long n’a pas d’activite´ pro-apoptotique. Ensuite, et seulement si le niveau d’activation
de Caspase-3 est important, RasGAP est clive´ une seconde fois a` la position 157, libe´rant deux
fragments, dont l’un ne contient que les trois domaines SH2-SH3-SH2.
Peptide RasGAP-SH3317-326 Ce fragment posse`de une activite´ pro-apoptotique : transfecte´
dans des cellules, il potentialise l’action de mole´cules pro-apoptotiques (notamment le cis-platine,
Yang &Widmann, 2001). Michod et al. (2004) ont recherche´ au sein de ce fragment, par transfec-
tion de parties de cette se´quence, le plus petit fragment conservant cette proprie´te´. Ces auteurs
ont ainsi de´montre´ que la re´gion 317-326 (317WMWVTNLRTD326) de RasGAP constituait le fragment
minimal conservant cette proprie´te´ pro-apoptotique. Ce fragment correspond a` une partie du
domaine SH3 de RasGAP tout a` fait susceptible d’eˆtre le site de reconnaissance des ligands de
ce domaine. De plus, le traitement de cultures cellulaires par un peptide synthe´tique identique a`
ce fragment minimal, vectorise´ par le peptide TAT48−57 de HIV-1, augmente tre`s significative-
ment la sensibilite´ de cellules tumorales a` diffe´rentes mole´cules 10 anti-cance´reuses provoquant
l’apoptose. Cette « potentialisation » n’advient pas dans le cas de cellules normales. De fac¸on
tre`s inte´ressante (et probablement tre`s logique), il s’agit du meˆme peptide que celui utilise´ par
Parker et al. (1996), qui ont pre´ce´demment montre´ sa capacite´ a` inhiber l’interaction RasGAP-
10. Les mole´cules teste´es par Michod et al. (2004) sont cis-platine, mitoxanthrone et adriamycine.
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SH3/G3BP.
Le clivage de RasGAP suite a` une infection virale provoque une activation de la voie
des MAPK
Huber et al. (1999) ont mis en e´vidence le clivage de RasGAP suite a` l’infection de cellules
par le virus Coxsackievirus B3. Selon ces auteurs, ce clivage ne de´pendrait pas de l’activite´ des
Caspases, et re´sulterait de l’activite´ d’une prote´ase virale. Un fragment non identifie´ de RasGAP
de 104 kDa est produit par ce clivage. Pour ces auteurs, cette prote´olyse serait a` l’origine de la
suractivation de la voie des MAPK qu’ils ont observe´e.
4.4.3 Les domaines SH2 et leurs ligands
Les deux domaines SH2 de RasGAP sont implique´s dans le roˆle d’effecteur de Ras joue´ par
RasGAP, tout comme le domaine SH3 e´tudie´ dans la section 4.5.
Ces deux domaines reconnaissent, comme tous les domaines SH2 des prote´ines tyrosine-
phosphoryle´es. Le nombre important de ligands, et en particulier de re´cepteurs a` activite´ tyrosine
kinase, qui ont e´te´ identifie´s, laisse penser que ces domaines jouent des roˆles de modulateurs des
autres activite´s de la re´gion N-terminale de RasGAP.
Ligand de domaine SH2 N/C-ter Ref.
β-PDGFR Kazlauskas et al. (1990)
EGFR Margolis et al. (1990)
IRβ Medema et al. (1996)
Src Brott et al. (1991)
Lck Amrein et al. (1992)
Bcr-Abl Druker et al. (1992)
p190 RhoGAP 11 N/C Ellis et al. (1990)
p70 Medema et al. (1996)
p62 dok N/C Ellis et al. (1990), Kashige et al. (2000)
p602C4 Ogawa et al. (1995)
ICP10 (Hsv-2 ) N Smith et al. (2000)
Tab. 4.2 – Les ligands des domaines SH2 de RasGAP (d’apre`s Tocque´ et al., 1997)
4.5 Le domaine SH3
4.5.1 Ge´ne´ralite´s sur le domaine SH3
Le domaine SH3 de RasGAP pre´sente une structure secondaire tout a` fait semblable au
mode`le qui a e´te´ pre´sente´ au chapitre 3, en tonneau β bien structure´. En revanche, la plupart
des acides amine´s implique´s dans la plate-forme de reconnaissance des peptides riches en proline
(par exemple sur le domaine SH3 de Grb2) ne sont pas conserve´s (figure 4.5).
11. Tsubouchi et al. (2002) ont montre´ par l’inhibition de son expression par siRNA que RasGAP e´tait ne´cessaire
a` l’activation de p190 RhoGAP.
CONFIDENTIEL
II
84 Le domaine SH3
(a) Grb2 (N-term.) (b) RasGAP
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β1 β1 β2 β2 β2 β1
−−−−−−→ −−−−−−→ ⇒ ⇒ ⇒ −−→
10. 20. 30. 40. 50. 60. 70.
RasGAP EDRRRVRAILPYTKVPDTDEISFLKGDMFIVHNELE.DGWMWVTNLRTDEQGLIVEDLVEEVGREED
Grb2 ...MEAIAKYDFKATADDE.LSFKRGDILKVLNEESDQNWYKAELNGK..DGFIPKNYIEMK.....
↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑
Fig. 4.5 – Comparaison entre les structures des domaines SH3 de RasGAP et Grb2. Les acides
amine´s indique´s par une fle`che sur l’alignement sont implique´s dans la reconnaissance des peptides riches
en prolines par le domaine SH3 de Grb2. Ces acides amine´s sont : Y7, F9, E16, W36, P49 et Y52. Ces
acides amine´s ont e´te´ repre´sente´s e´galement sur la structure de Grb2, ainsi que leurs homologues sur la
structure de RasGAP-SH3. Dans ce cas, ce sont : L14, Y16, D23, W43, V58 et L61.
La figure 4.5 propose une comparaison des structures et des se´quences des domaines SH3
de RasGAP et de Grb2 (domaine N-terminal). L’allure ge´ne´rale des structures est tre`s similaire,
soulignant la grande conservation structurale de ces domaines. Sur cette figure, sont pre´sente´s
les acides amine´s de Grb2 implique´s dans la reconnaissance des peptides riches en proline.
La figure 4.6 pre´sente la se´quence du domaine SH3 de RasGAP.
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Fig. 4.6 – Le domaine SH3 de RasGAP. La premie`re ligne correspond au domaine tel qu’il a e´te´ exprime´
pour la premie`re re´solution de sa structure par RMN 1H (Yang et al., 1994) et la seconde ligne correspond au
domaine tel que nous l’avons exprime´ re´cemment pour une e´tude par RMN 1H/15N et pour des mesures d’affinite´
par anisotropie de fluorescence (portant le tag [His]6).
La figure 4.7 pre´sente la structure secondaire de ce domaine, telle qu’elle a e´te´ de´termine´e
dans notre laboratoire par Yang et al. (1994). On remarque l’importance relative de la longueur
de la boucle RT , dont la position est de´termine´e par des liaisons entre certains re´sidus de cette
boucle et les deux feuillets β qui constituent le cœur de ce domaine.
Fig. 4.7 – Structure secondaire du domaine SH3 de RasGAP. Topologie pre´sente´e suivant le
mode`le propose´ dans Agrawal & Kishan (2001)
Le tableau 4.3 montre que certains acides amine´s (identiques ou de meˆme nature) de la
plate-forme de reconnaissance des peptides riches en proline de Grb2 sont e´galement pre´sents a`
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des positions semblables sur RasGAP. En revanche, on note que d’autres acides amine´s ne sont
pas conserve´s, ce qui explique que le domaine SH3 de RasGAP ne reconnaisse pas de peptide
riche en proline.
Prote´ines Acides amine´s e´quivalents Grb2/RasGAP
Grb2 Y7 F9 E16 W36 P49 Y52
RasGAP L14 Y16 D23 W43 V58 L61
Similarite´ ✪ ✦ ✦ ✦ ✪ ✪
Tab. 4.3 – Acides amine´s de RasGAP-SH3 potentiellement implique´s dans la reconnaissance de
ligands.
Nous pouvons d’ores et de´ja` identifier une poche hydrophobe entoure´e de re´sidus acides
susceptibles de former des interactions avec d’e´ventuels ligands, sur la surface du domaine SH3
de RasGAP. Cette poche est de´finie par les acides amine´s suivants : D21, D23, L39, E40, D41, W43,
M44, W45, L56 et I57 (cette poche avait de´ja` e´te´ pre´sente´e par Yang et al., 1994).
W43
L39
E40
D41
D21
D23
M44
W45
I57
L56
Fig. 4.8 – Poche hydrophobe sur le domaine SH3 de RasGAP
4.5.2 Ligands du domaine SH3
Depuis l’identification du domaine SH3 de RasGAP comme cible the´rapeutique, de nom-
breuses e´quipes ont recherche´ les ligands de ce domaine, pour essayer de mieux comprendre la
chaˆıne de signalisation dont la re´gion N-terminale de RasGAP est un maillon central.
Lors de la recherche des partenaires de ce domaine SH3, il est ne´cessaire de garder a` l’esprit
qu’il est tout a` fait possible qu’il existe, a` la surface de ce domaine, plusieurs sites d’interaction
posse´dant chacun des caracte´ristiques propres et reconnaissant diffe´rents ligands. Cette hypo-
the`se est e´taye´e par les travaux de diffe´rentes e´quipes (Vidal et al., 1998, Schumacher et al.,
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1996, Weng et al., 1995, voir e´galement p. 69).
GAP-SH3 binding protein G3BP
Parker et al. (1996) ont identifie´, a` l’aide de plusieurs ite´rations de [purification / test de
reconnaissance par RasGAP-SH3], une prote´ine de 68 kDa interagissant avec ce domaine, qu’ils
ont de´nomme´e G3BP. Apre`s microse´quenc¸age, ils ont pu identifier cette prote´ine et ve´rifier par
diffe´rentes techniques la spe´cificite´ de la reconnaissance. De plus, ces auteurs ont e´galement
de´montre´ que la liaison RasGAP/G3BP est de´pendante de l’activation de Ras sous forme lie´e au
GTP. Par compe´tition d’interaction sur membrane (Far-Western Blot), ils ont montre´ que le
peptide issu de RasGAP-SH3 WMWVTNLRTD 12 est capable d’inhiber l’interaction RasGAP/G3BP.
NTF2 domain
G3BP MVMEKPSPLLVGREFVRQYYTLLNQAPDMLHRFYGKNSSYVHGGLDSNGKPADAVYGQKEIHRKVMSQNFTNCHTKIRHVDAHATLNDGVVVQVMGLLSNNNQALRRFMQ
.
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Fig. 4.9 – Se´quence de la prote´ine G3BP.
Inconnue avant son identification par Parker et al. (1996), cette prote´ine est implique´e dans
la modification de topologie de mole´cules d’ARN et d’ADN et dans la formation de granules de
stress en re´ponse a` divers stimuli (Cande´ et al., 2004, Costa et al., 1999, Gallouzi et al., 1998,
Kennedy et al., 2001, Tourrie`re et al., 2003). Plus ge´ne´ralement, G3BP assure une re´gulation
des ARN cytosoliques en exerc¸ant une activite´ de de´gradation, due a` son domaine RRM (RNA
Recognition Motif, re´sidus 342 a` 411 Tourrie`re et al., 2001).
La prote´ine G3BP posse`de deux se´quences PxxP (voir figure 4.9) : PQRP (294-297) et PGGP (431-
434). Ce second motif, a` cause de ses deux Glycines, n’est probablement pas un bon candidat
pour une reconnaissance par un domaine SH3 (Lim et al., 1994b). Tourrie`re et al. (2003, p.
827) pre´cisent que la re´gion riche en acides amine´s acides de G3BP, entre les re´sidus 220 et 340,
constitue le domaine de liaison a` RasGAP-SH3 13. Cette re´gion tre`s longue contient effectivement
12. Positions 317-326 dans la nume´rotation de la prote´ine entie`re, ou 43-52 dans la nume´rotation du domaine
SH3.
13. Il semble que les expe´riences soutenant cette affirmation n’ont jamais e´te´ publie´es.
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le premier motif PxxP cite´ ci-dessus. Cependant, l’absence de publication reprenant ces re´sultats
et pre´sentant un court peptide interagissant avec RasGAP nous permet de supposer que le site
reconnu par RasGAP-SH3 sur G3BP est constitue´ d’acides amine´s non juxtapose´s, et donc qu’un
simple peptide issu de la se´quence de G3BP ne permet pas d’obtenir un inhibiteur efficace de
l’interaction RasGAP/G3BP.
p14
Hu & Settleman (1997) ont mis en e´vidence l’interaction de RasGAP-SH3 avec une prote´ine
inconnue de 14 kDa 14. Cette de´monstration a e´te´ faite par pre´cipitation de prote´ines issues de
lysats de cellules Rat-src marque´es avec de l’isotope radioactif 35S, a` l’aide de colonnes d’affinite´
constitue´es par la fixation de prote´ines de fusion GST/RasGAP-SH3 sur des billes glutathion-
se´pharose. La faible quantite´ de prote´ines ainsi pre´cipite´es n’a pas permis d’identifier cette
prote´ine par micro-se´quenc¸age ou spectrome´trie de masse.
La famille des prote´ines Aurora
Plus re´cemment, les kinases de la famille Aurora ont e´te´ identifie´es comme cibles de RasGAP-
SH3 dans notre laboratoire, au cours d’un crible double-hybride, en utilisant le domaine SH3 de
RasGAP comme appaˆt (Gigoux et al., 2002, Garbay et al., 2003). Ayant participe´ aux expe´riences
de validation de cette interaction sur lysats cellulaires, je figure parmi les inventeurs sur la
demande de brevet que nous avons de´pose´e (Garbay et al., 2003). Les expe´riences que j’ai re´alise´es
dans ce cadre pendant une premie`re partie de mes travaux de the`se n’e´tant pas directement au
cœur du sujet de ce manuscrit sont pre´sente´es en annexe (cf. Annexe A, p. 221).
De´couverte des prote´ines Aurora La famille des prote´ines Aurora a tout d’abord e´te´ de´cou-
verte chez la levure Saccharomyces cerevisiae, ou` le ge`ne Ipl-1 15 provoque, lorsqu’il est alte´re´,
une modification de la plo¨ıdie (Increase In Ploidy, Chan & Botstein, 1993, Francisco & Chan,
1994), et chez la drosophile, ou` la de´le´tion du ge`ne Aurora provoque des anomalies de la mitose 16
(Shevelyov, 1993). Des ge`nes paralogues a` Ipl-1 et Aurora ont par la suite e´te´ identifie´s dans tous
les organismes eucaryotes e´tudie´s, et en particulier chez l’homme (Kimura et al., 1997). Tre`s ra-
pidement, une surexpression dans certains cancers du sein de l’homologue humain des prote´ines
Aurora a e´te´ mise en e´vidence (Sen et al., 1997).
La famille des prote´ines Aurora La figure 4.10 pre´sente l’arbre phyloge´ne´tique de ces pro-
te´ines pre´sentes dans diffe´rents organismes. Cette figure permet d’e´tablir un historique de l’e´vo-
lution de la famille des prote´ines Aurora : un seul orthologue chez les levures, deux orthologues
chez la drosophile, le ne´matode et les dicotyle´dones. En revanche, les verte´bre´s posse`dent trois
orthologues Aurora-A, -B et -C. Cette figure montre l’origine commune de ces trois orthologues,
et leur non appariement quelconque avec les deux orthologues d’autres espe`ces telles que la
drosophile.
14. Les travaux de Gigoux et al. (2002) permettent de supposer que cette prote´ine est en fait la Survivin. Nous
avons de´taille´ cette supposition plus loin (p. 90).
15. Ipl-1 est le paralogue chez cette levure des ge`nes de la famille Aurora.
16. La de´nomination de ce ge`ne provient de la ressemblance des cliche´s obtenus par marquage du fuseau mito-
tique et des chromosomes chez le mutant Aurora−, qui rappellent les aurores atmosphe´riques.
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La figure 4.10(c) pre´sente un alignement simplifie´ des diffe´rents prote´ines Aurora de verte´bre´s.
On constate une tre`s forte conservation de la partie C-terminale, qui comporte le domaine kinase.
En revanche, la re´gion N-terminale (dont Aurora-C est quasiment de´pourvue) diffe`re largement
entre Aurora-A et -B.
 hs Aurora A
 hs Aurora B
 hs Aurora C
vertébrés
 at F17H15.9
 at F17K2.2
 ce Aurora 1
 dm  Aurora 1
 ce Aurora 2
 dm  Aurora 2
 sc IPL1
 sp cc330.16
(a) Dendrogramme des diffe´rents homologues de
l’ensemble des espe`ces de´crites
 xl Eg2a
 xl Eg 2b
 hs Aurora A
 mm  Aurora A
Aurora A
 hs Aurora B
 mm Aurora B
 rn Aurora B
Aurora B
 hs Aurora C
 mm Aurora C
Aurora C
(b) Dendrogramme des diffe´rents homologues chez
les verte´bre´s
(c) Alignement des prote´ines Aurora des verte´bre´s
Domaine kinase
xl Eg2a
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Fig. 4.10 – La famille des prote´ines Aurora. On remarque que le domaine kinase C-terminal est tre`s
conserve´ entre toutes les espe`ces et les diffe´rents paralogues au sein de chaque espe`ce. En revanche les
re´gions N-terminale diffe`rent nettement entre les diffe´rentes prote´ines Aurora-A, -B et -C.
Dans toute la suite de ce manuscrit, nous ne nous inte´resserons qu’aux homologues humains
de la famille Aurora.
Roˆles des prote´ines Aurora et cancer Les prote´ines Aurora sont implique´es dans la re´gula-
tion de la division cellulaire 17. Une quelconque anomalie de l’expression (inhibition, surexpres-
sion ou mutation) des prote´ines Aurora-A ou -B provoque des anomalies de la mitose, entraˆınant
bien souvent une se´gre´gation anormale des chromosomes et une modification de la plo¨ıdie de
la cellule. En paralle`le, cette aneuplo¨ıdie est depuis longtemps conside´re´e comme un marqueur
17. Adams et al. (2001), Carmena & Earnshaw (2003) et Nigg (2001) ont re´cemment publie´s des revues re´ca-
pitulant la biologie des kinases Aurora.
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important des cancers de grade II ou III 18.
La figure 4.11 pre´sente sche´matiquement les localisations de Aurora-A et -B au cours du
cycle 19. Les niveaux d’expression de Aurora-A et -B varient de fac¸on importante au cours du
cycle cellulaire, avec des maximums d’expression en fin de phase S et G2 pour Aurora-A, et un
peu plus tardivement (phases G2/M) pour Aurora-B. Ces deux prote´ines sont implique´es dans
les checkpoint de controˆle de l’avancement du cycle cellulaire, et cette activite´ est lie´e a` leur
localisation cellulaire et a` leur capacite´ a` phosphoryler leurs substrats.
Concernant Aurora-A, son principal re´gulateur semble eˆtre TPX2, une prote´ine du complexe
centrosomal, implique´e dans la re´gulation de la se´gre´gation des chromosomes (Kufer et al.,
2002, 2003). La phosphorylation de INCENP par Aurora-A est requise pour la progression de
la mitose et pour la fonctionnalite´ des kine´tochores (Kunitoku et al., 2003). Aurora-B a pour
substrat notamment Vimentin, l’une des principales prote´ines des filaments interme´diaires. La
phosphorylation de cette prote´ine par Aurora-B joue un roˆle particulie`rement important dans la
cytocine`se (Goto et al., 2002).
Prophase
Metaphase
Anaphase
Telophase
Aurora-B
Aurora-A
Chromosomes
(a) (b)
Fig. 4.11 – Localisation des prote´ines Aurora-A et -B au cours du cycle cellulaire. (a) d’apre`s (Nigg,
2001) ; (b) d’apre`s (Andrews, 2003). Localisation de la prote´ine Aurora B dans des cellules HeLa en te´lophase.
Les microtubules sont marque´s en rouge, la prote´ine INCENP en bleu, Aurora B-GFP en vert et l’ADN en blanc.
Image obtenue par projection de donne´es 3D obtenues par de´convolution d’images d’un microscope optique. La
barre d’e´chelle repre´sente 5µm.
Aurora-B participe a` l’assemblage prote´ique centrosomal, et y existe sous forme d’un complexe
regroupant e´galement INCENP et Survivin 20 (Bolton et al., 2002). Cette dernie`re prote´ine, d’en-
18. Le grade histopronostique de Scarff, Bloom et Richardson (Elston & Ellis, 1991) est fonde´ sur le degre´ de
diffe´renciation de la tumeur, le ple´¨ıomorphisme de ses noyaux et son activite´ mitotique. Chacun des ces e´le´ments
est note´ de 1 a` 3, ce qui permet un classement en trois cate´gories en fonction de la somme de ces notes: I (3, 4,
5), II (6, 7) et III (8, 9). On trouve habituellement deux tiers de cellules aneuplo¨ıdes dans les tumeurs de grade
II, aucune dans celles de grade I. En revanche, les cellules des tumeurs de grade III sont toutes aneuplo¨ıdes.
19. Aurora-C n’est exprime´e normalement que dans certains tissus testiculaires, ou` il semblerait qu’elle joue un
roˆle dans la me´¨ıose de la spermatogene`se (Giet & Prigent, 1999, Adams et al., 2001).
20. Survivin est une prote´ine de la famille des IAP (Inhibitor of Apoptosis Protein), exprime´e pendant le de´-
veloppement foetal, et inexistante dans presque tous les types cellulaires adultes sains. Son roˆle d’inhibiteur de
l’apoptose, e´lucide´ notamment par des mode`les d’animaux transge´niques, et sa tre`s fre´quente expression dans de
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viron 16, 5 kDa pourrait tre`s bien eˆtre la p14 cite´e par Hu & Settleman (1997). En effet, Gigoux
et al. (2002) de´crivent la co-pre´cipitation d’un complexe tripartite RasGAP/Aurora-A/B/Survivin
dans un lysat de cellules HeLa.
Ce complexe pourrait donc permettre d’expliquer l’implication du domaine SH3 dans la
re´gulation de l’apoptose, et dans le processus tumoral. Les tre`s fre´quentes expressions des pro-
te´ines Aurora (-A, -B, -C Bischoff et al., 1998, Giet & Prigent, 1999) et Survivin dans des tumeurs
humaines soutiennent cette hypothe`se.
Il a e´te´ rapporte´ une pre´sence relativement fre´quente d’un mutant Aurora-AF31I, dont l’ex-
pression est associe´e a` une forte aneuplo¨ıdie de cancers du coˆlon chez l’homme, et qui augmente,
chez la souris, la fre´quence d’aggravation de cancers de la peau suite a` infection par Papilloma
Virus (Ewart-Toland et al., 2003)
(a) 1mq4 (b) 1muo
Fig. 4.12 – Structures cristallographiques du domaine kinase d’Aurora-A (107-403). (a) Cheetham
et al. (2002) ; (b) Nowakowski et al. (2002). Sur ces deux structures, on note de le´ge`res diffe´rences,
notamment au niveau de la boucle de re´gulation du site actif kinase. Figure sur ces structures le nucle´otide
ATP.
Inhibiteurs des kinases Aurora Plusieurs mole´cules inhibitrices de Aurora ont e´te´ iden-
tifie´es tre`s re´cemment par diffe´rents groupes pharmaceutiques, ce qui prouve bien, s’il e´tait
encore besoin, que ces prote´ines sont largement reconnues comme e´tant des cibles judicieuses
en cance´rologie. La figure 4.13 pre´sente les trois mole´cules actuellement en essais cliniques. Les
de´couvertes de ces mole´cules se sont appuye´es tre`s largement sur un travail de mode´lisation
mole´culaire pousse´, qui a e´te´ rendu possible par la re´solution de la structure cristallographique
du domaine kinase d’Aurora-A par deux groupes presque simultane´ment (PDB : 1MUO et 1MQ4,
voir figure 4.12, Cheetham et al., 2002, Nowakowski et al., 2002). Une re´cente revue de Keen &
Taylor (2004) de´taille les diffe´rentes strate´gies de conceptions de mole´cules ciblant Aurora dans le
nombreux cancers de stade avance´ en font une cible pertinente pour d’e´ventuelles the´rapeutiques anti-tumorales
(Altieri, 2003a, b, Li, 2005). Son interaction avec les prote´ines Aurora permet d’imaginer des relations e´troites
entre les re´gulations du cycle cellulaire et de l’apoptose (Lens & Medema, 2003).
CONFIDENTIEL
II
92 Conclusion du chapitre 4
but de concevoir des mole´cules anti-tumorales (voir e´galement Sausville, 2004, Ditchfield et al.,
2004, Fancelli et al., 2005).
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Fig. 4.13 – Inhibiteurs des kinases Aurora : Hesperadin (Boehringer Ingelheim, Hauf et al., 2003),
ZM447439 (AstraZeneca, Ditchfield et al., 2003) et VX-680 (Vertex, Harrington et al., 2004)
4.6 Conclusion du chapitre 4
Dans le cadre de l’e´tude de l’activite´ effectrice de Ras joue´ par le domaine SH3 de RasGAP,
l’interaction entre ce domaine SH3 et les prote´ines Aurora est donc tout a` fait pertinente. On
peut notamment supposer que cette interaction aurait un roˆle important dans la re´gulation de
l’activite´ kinase de cette prote´ine, et donc permettrait ainsi la transduction du signal mitoge`ne
initie´ par l’activation de Ras.
En effet, comme nous l’avons vu, les prote´ines Aurora, kinases implique´es dans la re´gulation
du cycle cellulaire sont tre`s fre´quemment surexprime´es dans des tumeurs humaines. De plus, de
par leur interaction avec la prote´ine Survivin, dont les prote´ines Aurora sont tre`s certainement
responsables de la re´gulation par phosphorylation, elles sont donc directement implique´es dans
la re´gulation de l’apoptose.
La de´couverte de l’interaction entre RasGAP et Aurora a donc apporte´ de nouveaux e´le´-
ments particulie`rement inte´ressants dans le cadre de l’e´tude de RasGAP-SH3 en tant que cible
the´rapeutique en oncologie.
Le projet de conception de mole´cules the´rapeutiques que nous avons construit et qui fait
l’objet de cette the`se, se base donc sur ces nouveaux e´le´ments, qui renforcent de fac¸on tre`s
importante les autres e´le´ments de´ja` pre´sents dans la litte´rature depuis de nombreuses anne´es
(cf. p.79).
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Strate´gie de conception d’inhibiteurs de RasGAP-SH3
L’ensemble des re´sultats de la litte´rature pre´sente´s dans l’introduction sugge`rent fortement
que la prote´ine RasGAP, et en particulier son domaine SH3 constitue une cible tre`s prometteuse
pour le de´veloppement d’inhibiteurs de ses interactions dans le but de concevoir de nouvelles
classes d’agents the´rapeutiques a` activite´ anti-tumorale. Nous avons conc¸u un projet en plu-
sieurs phases autour de cet axe de recherche. L’objectif initial consiste a` obtenir des donne´es
structurales de complexes forme´s par le domaine SH3 de RasGAP comme base de de´part pour
concevoir des inhibiteurs, et pour cela, nous avons cherche´ a` construire une premie`re se´rie de
mole´cules peptidiques se fixant spe´cifiquement sur RasGAP-SH3.
Le domaine SH3 de RasGAP e´tant non conventionnel (il ne reconnaˆıt pas de peptide conte-
nant la se´quence consensus de type PxxP) et aucune structure de complexe avec un ligand simple
n’e´tant connu, nous avons utilise´ la technique des aptame`res peptidiques pour obtenir de pre-
miers peptides de re´fe´rence.
La strate´gie que nous avons choisie se de´compose ainsi :
1. Se´lection d’aptame`res peptidiques : cette technique permet, par un crible ge´ne´tique en
levure, l’obtention de peptides, contraints conformationnellement par une plate-forme pro-
te´ique, reconnaissant se´lectivement RasGAP-SH3. Des expe´riences comple´mentaires per-
mettent une premie`re e´valuation de la qualite´ de ces aptame`res peptidiques : e´tude de leur
spe´cificite´, de leur affinite´, et recherche du site de fixation par mutage´ne`se.
2. Validation de l’utilisation des aptame`res peptidiques et de la cible : l’observation
de phe´notypes re´sultant de l’expression des aptame`res dans des mode`les cellulaires confirme
la validite´ de la cible. La confirmation des interactions RasGAP-SH3/aptame`res en utilisant
des prote´ines purifie´es devrait permettre de conforter les re´sultats obtenus sur cellules.
3. Synthe`se et e´valuation de l’affinite´ de peptides issus des re´gions variables des apta-
me`res peptidiques.
4. Analyse structurale de complexes RasGAP-SH3/peptides synthe´tiques issus des re´gions
variables des aptame`res, par RMN ou RX.
5. Recherche de mole´cules non peptidiques : drug design et/ou criblage in silico et in
vitro de chimiothe`ques.
Les e´tapes 1 a` 4 ont e´te´ re´alise´es en grande partie dans ce travail, et les re´sultats obtenus
sont expose´s dans les chapitres suivants. L’e´tape 5, ainsi que les essais sur cultures cellulaires
des mole´cules obtenues seront poursuivis au laboratoire.
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Chapitre 5
Recherche d’aptame`res peptidiques
reconnaissant RasGAP-SH3
La premie`re e´tape de notre strate´gie de conception d’inhibiteurs du domaine SH3 de RasGAP
consiste a` obtenir des ligands peptidiques simples de ce domaine.
Le domaine SH3 de RasGAP n’e´tant pas « conventionnel » et aucun ligand simple n’e´tant
de´crit dans la litte´rature, nous avons identifie´ diffe´rentes techniques combinatoires susceptibles
de fournir assez rapidement ces premiers ligands. Notamment la technique du phage display et
des aptame`res ADN/ARN, ainsi que le criblage a` haut de´bit de chimiothe`ques nous ont ainsi
paru pertinentes. Cependant, la technique plus re´cente des aptame`res peptidiques est certai-
nement la plus adapte´e a` notre proble´matique, puisqu’elle permet rapidement la se´lection de
ligands peptidiques courts, au cours d’un crible dont le crite`re de se´lection est une interaction
intracellulaire. L’objet de ce chapitre est de de´tailler le principe et les avantages relatifs de cette
technique vis a` vis des autres me´thodes envisage´es, avant de pre´senter les aptame`res peptidiques
que nous avons obtenus et les premie`res e´tapes de leur e´tude.
Ces travaux ont e´te´ re´alise´s en e´troite collaboration avec la start-up Aptanomics 1.
5.1 Principe ge´ne´ral
5.1.1 Description simplifie´e
Aptame`re peptidique : de´finition
Un aptame`re 2 peptidique est une prote´ine posse´dant une boucle variable comportant un
petit nombre d’acides amine´s quelconques, et qui a e´te´ se´lectionne´e vis a` vis de son affinite´ pour
une prote´ine donne´e (Colas et al., 1996, Norman et al., 1999, Geyer & Brent, 2000).
Le concept des aptame`res peptidiques est donc relativement proche du concept d’anticorps,
dans la mesure ou` la boucle variable d’un aptame`re peut tout a` fait eˆtre compare´e aux re´gions
variables des anticorps. L’inte´reˆt pre´sente´ par ce concept re´side principalement dans la petite
taille de l’aptame`re peptidique et de sa re´gion variable, ainsi que dans la facilite´ de de´termination
1. Aptanomics SA, M. Pierre Colas, Directeur Scientifique, 181-203, avenue Jean Jaure`s 69007 Lyon –
FRANCE
2. Aptame`re : mot forme´ du latin aptus, « adapte´ a` », et du suffixe -mer, venant du grec µǫρoς, « partie ».
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de la se´quence peptidique de cette re´gion variable (le se´quenc¸age d’un plasmide suffit). Hoppe-
Seyler et al. (2004) ont re´cemment publie´ une revue pre´sentant les aspects the´oriques et pratiques
de la mise en œuvre de la technique des aptame`res peptidiques.
Le caracte`re combinatoire des aptame`res peptidiques permet des cribles tre`s simples
Ce concept se classe dans la cate´gorie des outils de biologie combinatoire. La principale dif-
ficulte´, lorsque l’on re´alise un crible de plusieurs millions de mole´cules combinatoires diffe´rentes,
consiste a` obtenir l’identite´ du compose´ posse´dant la caracte´ristique recherche´e par le crible, et a`
s’assurer que l’effet obtenu est bien duˆ a` ce compose´ (voir par exemple Colas, 2000). La maˆıtrise
actuelle des techniques de manipulation de fragments d’ADN a permis de contourner dans une
certaine mesure cette difficulte´. Il s’agit alors de concevoir des syste`mes de criblage permettant
de ne pas dissocier le fragment d’ADN de la mole´cule crible´e dont il porte l’identite´. La plu-
part des syste`mes imagine´s jusqu’a` pre´sent ne permet de cribler que deux types de mole´cules :
nucle´otidiques (ARN ou ADN) ou prote´iques (fragments ou prote´ines entie`res). Cependant, de
nouvelles ide´es commencent a` e´merger, consistant par exemple a` utiliser a` la fois les outils de
chimie combinatoire a` haut de´bit et les technologies de puces a` ADN (la mole´cule chimique
porterait alors, directement greffe´e sur elle, un court oligonucle´otide qui lui servirait de traceur,
Melkko et al., 2004).
Champ d’application de la technique des aptame`res peptidiques
Le champ d’application des aptame`res peptidiques est immense. De par la grande taille des
banques qu’il est possible de cribler, parmi les diffe´rents aptame`res se´lectionne´s, la probabilite´
d’obtenir des aptame`res reconnaissant diffe´remment la prote´ine d’inte´reˆt est tre`s importante.
Les tests re´alise´s ulte´rieurement doivent permettre d’identifier les fonctions lie´es aux diffe´rentes
re´gions de la surface de la prote´ine crible´e.
Exemples d’utilisation de la technique des aptame`res peptidiques
Inhibiteurs de la division cellulaire Les aptame`res peptidiques ont tout d’abord e´te´ utilise´s
pour identifier des ligands de Cdk2, dont certains ont une affinite´ nanomolaire et une activite´ in-
hibitrice (Colas et al., 1996, Cohen et al., 1998). Toujours dans le cadre des prote´ines implique´es
dans la re´gulation du cycle cellulaire, Fabbrizio et al. (1999) ont identifie´ des aptame`res pepti-
diques inhibiteurs du facteur de transcription E2F1, dont certains, exprime´s dans des cellules en
culture, posse`dent la capacite´ a` bloquer la division cellulaire en phase G1.
Inhibiteurs de voies de signalisation cellulaire Plusieurs e´quipes ont utilise´ la technique
des aptame`res peptidiques pour obtenir des inhibiteurs de la signalisation cellulaire. Ainsi, Xu &
Luo (2002) ont obtenu des aptame`res peptidiques reconnaissant spe´cifiquement des formes mu-
te´es oncoge´niques de Ras (en utilisant le crible a` double appaˆt, Xu et al., 1997), capables d’inhiber
l’interaction Ras/Raf. De meˆme, des inhibiteurs de Trio (prote´ine a` activite´ GEF – Guanidine
Exchange Factor – pour Rho, Schmidt et al., 2002) et des inhibiteurs de EGFR (Buerger et al.,
2003) ont e´te´ identifie´s. Dans ce dernier exemple, certains des aptame`res peptidiques posse`dent
des activite´s cellulaires inte´ressantes dans le cadre de la conception d’agents anti-tumoraux :
inhibition de la phosphorylation de EGFR et de l’activation de Stat3 notamment.
Tre`s re´cemment, Cui et al. (2005) ont utilise´ la plate-forme de pre´sentation Thiore´doxine pour
contraindre et exprimer des fragments de prote´ines interagissant avec la prote´ine Smad de la voie
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de signalisation lie´e au facteur TGF-β, et ainsi e´tudier les interactions de ces diffe´rents fragments.
Ces travaux n’utilisent pas la capacite´ combinatoire des aptame`res peptidiques qui nous inte´resse
particulie`rement, mais seulement leur proprie´te´ permettant de contraindre spatialement des
peptides.
Inhibiteurs de prote´ines virales (HPV et HBV ) Butz et al. (2000) ont obtenu des
inhibiteurs de la prote´ine E6 responsable de l’inhibition du suppresseur de tumeur p53 dans
l’infection par certains HPV (papilloma virus). De meˆme, Nauenburg et al. (2001) ont obtenu
des inhibiteurs de la prote´ine E7 de ces meˆmes virus. Dans les deux cas, ces aptame`res peptidiques
provoquent l’apoptose de cellules infecte´es dans lesquelles ils sont exprime´s, et cette apoptose
n’intervient pas dans des cellules non infecte´es.
Enfin, Butz et al. (2001) ont de´veloppe´ des aptame`res peptidiques dirige´s contre la prote´ine
de capside du virus de l’he´patite B (HBV ), dont l’expression dans des cellules infecte´es re´duit
la capacite´ de re´plication virale et d’assemblage de nouvelles capsides.
Technique de se´lection : le crible double-hybride
La technique de se´lection qui a e´te´ retenue par les inventeurs du concept d’aptame`res pep-
tidiques a de`s le de´but e´te´ un crible de type double-hybride 3 en levure tout a` fait classique,
relativement proche du syste`me conc¸u par Fields & Song (1989). Le syste`me que nous avons
mis en œuvre consiste donc a` exprimer, au moyen de plasmides transfecte´s dans une levure,
une prote´ine appele´e « Appaˆt » (fusion de la prote´ine d’inte´reˆt, ici RasGAP-SH3, pour laquelle
on souhaite obtenir des aptame`res et du domaine de liaison a` l’ADN LexA, voir notamment
Brent & Ptashne, 1985) et une seconde prote´ine, la « Proie » (fusion de la prote´ine plate-forme,
portant la re´gion variable, et du domaine d’activation de la transcription B42). Dans le sys-
te`me que nous avons utilise´, la plate-forme de pre´sentation est constitue´e par la Thioredoxine
bacte´rienne, enzyme dont le site actif est pre´cise´ment remplace´ par la boucle variable de com-
position se´lectionne´e par le crible. Les crite`res de choix de cette plate-forme sont multiples :
solubilite´ importante, compacite´, taille relativement faible, structure parfaitement connue, et
enfin, importantes contraintes structurelles sur les deux extre´mite´s de la boucle variable.
3. L’appellation double-hybride pour cette technique vient du fait qu’elle ne´cessite de transformer les levures
avec deux plasmides diffe´rents, exprimant deux prote´ines hybrides dont on va tester l’interaction. La description
originale de ce syste`me (appele´ alors « interaction trap » a e´te´ publie´e par Gyuris et al. (1993).
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Fig. 5.1 – Principe du criblage en double hybride d’aptame`res peptidiques. Au sein d’une meˆme
levure, trois plasmides sont introduits : deux servant a` l’expression des deux prote´ines hybrides «Appaˆt »
et « Proie », et le troisie`me portant le ge`ne rapporteur. (a) : lorsqu’il n’y a pas interaction entre la Proie
et l’Appaˆt, l’expression des rapporteurs n’est pas induite. (b) : en revanche, lorsqu’il y a interaction entre
la Proie et l’Appaˆt, l’expression est induite, et la levure peut donc eˆtre se´lectionne´e positivement (par sa
survie sur un milieu de´prive´ en Leucine ou par sa coloration bleue).
5.1.2 Comparaison avec d’autres techniques de biologie combinatoire
La technologie des aptame`res peptidiques et leur crible par double hybride en levure per-
mettent de re´aliser tre`s rapidement, en « un seul tube » (one-pot) la se´lection de quelques
e´le´ments a` l’aide d’un test simple (par exemple : interaction avec une mole´cule donne´e), pre´sents
au sein d’une banque tre`s large, et surtout de les identifier avec certitude tre`s rapidement apre`s
le crible.
Les techniques dites de « crible a` haut de´bit » de chimiothe`ques (quelques milliers a` quelques
centaines de milliers de produits diffe´rents) se basent sur un principe tout autre : les diffe´rents
produits (constituant la banque a` cribler) sont place´s un a` un dans des puits se´pare´s et identifie´s
de centaines de plaques et le test est re´pe´te´ dans chaque puits. En effet, si on me´langeait tous
ces produits (en supposant que leurs effets soient inde´pendants et qu’ils ne re´agissent pas entre
eux), et que l’on re´alisait le test dans « un seul tube », meˆme si le test s’ave´rait positif, il serait
impossible de de´terminer le produit responsable de cet effet 4.
Les diffe´rentes techniques pre´sente´es ici reposent toutes sur l’utilisation d’un organisme vivant
pour produire et amplifier a` la fois la mole´cule a` tester et l’information permettant de l’identifier.
Aptame`res ADN / ARN
La mole´cule la plus simple actuellement a` identifier est bien suˆr l’ADN, dont le se´quenc¸age
est une activite´ routinie`re de laboratoire. Il est donc tout a` fait logique d’avoir cherche´ dans
un premier temps des mole´cules d’ADN ou d’ARN dont la structure, apre`s repliement, permet
d’obtenir une interaction avec une prote´ine cible 5, et d’envisager d’utiliser cette se´quence d’ADN
4. Il semble cependant qu’Astex ait de´veloppe´ une technologie permettant de re´aliser ce type d’expe´rience, en
identifiant par cristallographie le compose´ (parmi plusieurs) inse´re´ dans le site actif de la prote´ine dont on cherche
des inhibiteurs (Tickle et al., 2004).
5. Deux essais cliniques de phase III sont en cours avec des ARN dirige´s contre VEGF et E2F (voir la revue de
Nimjee et al., 2005).
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(ou ARN) en the´rapie « ge´nique ».
De nombreuses expe´riences de ce type ont e´te´ publie´es. On peut notamment citer la de´cou-
verte d’aptame`res ARN inhibiteurs de l’interaction Raf-1/Ras, inhibant la voie de signalisation
lie´e aux prote´ines Ras (Kimoto et al., 2002).
La se´lection des aptame`res ARN se fait principalement in vitro, et en cela posse`de certains
avantages et de´fauts communs aux mole´cules identifie´es par phage display. La technique de se´lec-
tion de ces aptame`res nucle´iques a e´te´ brevete´e sous l’appellation SELEX (Systematic Evolution
of Ligands by EXponential enrichment, Gold & Tuerk, 1993).
Phage display
La technique du phage display est sensiblement comparable a` celle du crible d’aptame`res
peptidiques par double hybride. Les bacte´riophages (ou phages) sont des virus rudimentaires
infectant des bacte´ries. La manipulation ge´ne´tique de ces phages e´tant maˆıtrise´e depuis un
certain nombre d’anne´es, et il est ainsi possible de faire exprimer a` la surface du phage une
prote´ine ge´ne´tiquement modifie´e.
Cette prote´ine chime´rique exprime´e par le phage posse`de un fragment de quelques acides
amine´s expose´s ale´atoires. Les phages sont alors se´pare´s sur colonne d’affinite´ (compose´e par
exemple de billes Se´pharose-glutathion charge´es avec une prote´ine d’inte´reˆt fusionne´e a` la GST).
Les phages n’exprimant pas une prote´ine reconnaissant cette prote´ine sont lave´s, et apre`s e´lution
(par exemple avec un tampon de force ionique plus importante), les phages se´lectionne´s sont
amplifie´s par infection de bacte´ries et soumis a` un nouveau cycle de se´lection.
Le principal avantage de cette technique tient a` la taille des banques qu’il est possible de
cribler et a` la facilite´ de mise en œuvre du crible. La ge´ne´tique des bacte´riophages permet en effet
d’avoir des efficacite´s de transformation de la banque permettant d’obtenir jusqu’a` 1010/1011
clones inde´pendants (contre environ 108 pour les cribles en levure). De meˆme il est possible, en
re´alisant plusieurs cycles de se´lection/purification/amplification, d’enrichir significativement la
population de phages en clones exprimant une prote´ine se fixant avec une tre`s grande affinite´
sur la prote´ine crible´e. De plus, la se´lection in vitro permet tre`s facilement de rechercher des
compe´titeurs d’interactions, en ajoutant dans la suspension de phages diffe´rentes mole´cules dont
on connaˆıt les caracte´ristiques d’interaction avec la prote´ine crible´e.
Exemples d’utilisation du phage display Mori (2004) a re´cemment publie´ une revue des
diffe´rentes recherches de ligands peptidiques par phage display ciblant des interactions prote´ine-
prote´ine intervenant dans le processus tumoral (voir e´galement Sidhu et al., 2003). On peut
notamment citer par exemple les travaux de Ferguson et al. (2004), qui ont re´alise´ une recherche
de ligands du domaine SH3 de la prote´ine Sem-5 (homologue chez C. elegans de Grb2) par phage
display, et ont obtenu des peptides sensiblement e´quivalents aux peptides de´ja` identifie´s pour
leur interaction avec Grb2 (voir p. 68).
Anticorps the´rapeutiques se´lectionne´s par phage display L’une des extensions les plus
inte´ressantes de la technique de phage display est certainement l’utilisation de banques compo-
se´es de fragments de ge`nes codant pour les re´gions variables d’anticorps humains (scFv/Fab 6,
pour une revue : Kretzschmar & von Ru¨den, 2002). Actuellement, plus de 30% des anticorps
6. scFv : single chain variable fragment, Fab : fragment d’anticorps.
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monoclonaux en cours de de´veloppement clinique ont e´te´ isole´s par cette technique, sans immu-
nisation d’animaux. Les anticorps ainsi conc¸us sont entie`rement humains, et provoquent donc
moins de re´actions allergiques (voir par exemple le cas de l’anticorps α-TNFα, actuellement en
essai clinique dans le cadre du traitement de la polyarthrite rhumato¨ıde, Elliott et al., 1993).
Avantage du crible d’aptame`res peptidiques en levure : interactions intracellulaires
Caracte´ristique commune a` la plupart des techniques de criblage in vitro, le phage display
ne permet pas d’e´carter des re´sultats du crible les peptides qui auraient une activite´ particulie`re
sur d’autres processus intracellulaires.
Au contraire, avec le crible double-hybride en levure, toutes les interactions ayant lieu dans
le milieu intracellulaire, et de plus dans un organisme eucaryote relativement proche des cellules
humaines, toute mole´cule interfe´rant avec le fonctionnement de la cellule peut rapidement eˆtre
identifie´e, soit lors du crible directement (mole´cules cytotoxiques), soit dans la toute premie`re
phase de validation. En effet, nous cherchons a` identifier des mole´cules inhibitrices de la pro-
life´ration cellulaire, mais par une interaction spe´cifique avec une prote´ine donne´e, et non par
une simple toxicite´ cellulaire quelconque. Lors de la se´lection d’aptame`res par double-hybride,
l’ensemble des expe´riences permettent d’e´liminer toutes les mole´cules qui auraient une telle toxi-
cite´ non spe´cifique : ces mole´cules seraient automatiquement e´limine´es par leur toxicite´ pour les
levures.
5.2 Mise en œuvre du crible double-hybride
5.2.1 Description du syste`me double-hybride utilise´ pour le crible
Les levures que nous avons utilise´es pour cette e´tude sont de l’espe`ce Saccharomyces cerevi-
siae. Les diffe´rentes souches que nous avons employe´es sont :
- EGY48α MATα, ∆trp1 , ∆his3 , ∆ura3 , ∆leu2 , 3 ColE1 LexAop::leu2 ,
- EGY191α MATα, ∆trp1 , ∆his3 , ∆ura3 , ∆leu2 , 1 ColE1 LexAop::leu2 ,
- EGY42a MATa, ∆trp1 , ∆his3 , ∆ura3 , ∆leu2 .
Ces trois souches sont donc auxotrophiques pour quatre me´tabolites vitaux : Tryptophane,
Histidine, Leucine et Uracile. Si ces levures peuvent croˆıtre de fac¸on tout a` fait normale sur
un milieu leur apportant ces quatre nutriments essentiels, en revanche sur un milieu minimum
ne contenant pas l’ensemble de ces nutriments, les levures ne peuvent se multiplier. Ce type de
se´lection est utilise´ de fac¸on tout a` fait similaire a` la se´lection par antibiotique pour d’autres
mode`les, mais il a l’avantage d’eˆtre tre`s simple d’emploi et de permettre des combinaisons tre`s
complexes que l’on ne pourrait pas obtenir avec des combinaisons d’antibiotiques et de ge`nes de
re´sistance a` des antibiotiques.
Le syste`me double-hybride que nous avons utilise´ comporte plusieurs plasmides d’expression :
– Plasmide appaˆt pEG-202 (his3) (figure 5.2)
– Plasmide proie pJG4-5, pJM-1 ou pWP-2C (trp1) (figures 5.3(a) et 5.9)
– Plasmide rapporteur β-galactosidase pSH18-34 ou pRB18-40 (ura3) (figure 5.3(b))
Chacun de ces plasmides, lorsqu’il est transfecte´ dans une levure, restaure la voie de biosyn-
the`se de l’un des nutriments essentiels et permet donc la survie de la levure sur un milieu se´lectif
ne contenant pas ce nutriment.
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Fig. 5.2 – Vecteur d’expression des appaˆts pEG-202
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(a) pJG4-5 (vecteur d’expression des proies)
pSH18-34
10484 bp
LacZ
URA3
LexA op
Amp resistance gene
GAL1 promoter
pBR322 ori
2µ ori
XbaI (7805)
Sal I (356)
Sac I (2790)
BamHI (2)
BamHI (779)
Nco I (4031)
Nco I (9806)
EcoRI (16)
EcoRI (756)
EcoRI (3854)
EcoRI (7103)
EcoRI (9343)
(b) pSH18-34 (rapporteur)
Fig. 5.3 – (a) : Vecteur d’expression des proies pJG4-5 ; (b) : Vecteur rapporteur β-galacosidase
pSH18-34
Pour le dernier nutriment, la Leucine, dont un ge`ne de la voie de biosynthe`se a e´te´ inac-
tive´, les souches EGY48α et EGY191α portent ce ge`ne leu2 inte´gre´ dans leur ge´nome mais
dont le promoteur a e´te´ remplace´ par des ope´rateurs LexAop (respectivement en trois et en un
exemplaires conse´cutifs dans ces deux souches).
L’ope´rateur LexAop est issu du promoteur de diffe´rents ge`nes bacte´riens, notamment ColE1 ou
RecA. La re´gulation de ces ge`nes, dans E. coli, est re´alise´e par la fixation de deux prote´ines LexA
sur cet ope´rateur, sur des se´quences consensus CTGTATATNNANNCAG (Ebina et al., 1983). Toujours
dans E. coli, lorsque la prote´ine LexA est fixe´e sur ce promoteur, elle a un effet inhibiteur sur
la transcription du ge`ne ColicinE1 . Cet effet inhibiteur peut s’expliquer par la fixation a` tre`s
forte affinite´ de LexA sur sa se´quence consensus, en 3’ du site de recrutement du complexe de
transcription, ce qui empeˆche ainsi l’avance´e de ce complexe sur la re´gion codante du ge`ne, et
donc une inhibition de sa transcription.
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Niveau d’expression des transge`nes
Les plasmides que nous avons utilise´s dans ces expe´riences posse`dent tous comme origine de
re´plication le centrome`re du plasmide naturel de la levure appele´ 2µ. Cette origine de re´plication
assure un niveau d’expression relativement e´leve´ des ge`nes porte´s par ces plasmides, notamment
en raison de l’important nombre de copies des plasmides assure´ par ce centrome`re. L’utilisation
du second syste`me de re´plication de plasmides, base´ sur les deux e´le´ments CEN (centrome`re)
et ARS (Autonomously Replicating Sequence) aurait pu nous permettre, si cela s’e´tait ave´re´
ne´cessaire, de moduler l’expression de certains ge`nes. En effet, le syste`me CEN/ARS implique
un faible nombre de copies de plasmides par cellule (environ 1 a` 4 copies) et donc un niveau
d’expression de transge`nes nettement plus faible qu’avec l’origine 2µ (Clarke & Carbon, 1985,
Tschumper & Carbon, 1983, Broach & Hicks, 1980).
Le syste`me LexA / B42
La premie`re ide´e du syste`me double-hybride que nous avons utilise´ est de placer en guise
de promoteur d’un ge`ne rapporteur un ou plusieurs ope´rateurs LexAop, et d’exprimer des pro-
te´ines susceptibles de s’y fixer et de controˆler l’expression de ce ge`ne rapporteur. La seconde
ide´e consiste a` reconstituer un facteur de transcription a` partir de deux prote´ines distinctes, la
fonctionnalite´ de ce facteur de transcription e´tant de´pendante de la capacite´ de ces deux pro-
te´ines a` interagir ensemble. L’une des deux prote´ines sera appele´e « Appaˆt » (bait en anglais),
et constitue´e de la fusion du domaine d’interaction avec l’ADN de la prote´ine LexA et d’une pre-
mie`re prote´ine (ou fragment d’une premie`re prote´ine) X et l’autre « Proie » (prey), constitue´e
de la fusion du domaine d’activation de la transcription de la prote´ine B42 et d’une seconde
prote´ine Y.
De`s lors, si les deux prote´ines X et Y sont susceptibles d’interagir, un facteur de transcription
complet va eˆtre reconstitue´, et permettre la transcription d’un ge`ne rapporteur place´ sous le
controˆle des ope´rateurs LexA.
La figure 5.1 (p. 100) pre´sente l’adaptation de ce syste`me a` notre proble`me pre´cis. Dans
ce cas, la prote´ine X fusionne´ a` LexA est bien e´videmment le domaine SH3 de RasGAP, et
les prote´ines Y fusionne´es au domaine d’activation de la transcription B42 sont les aptame`res
peptidiques, dont une boucle variable est responsable de la diversite´ de la banque de prote´ines
crible´es.
De nombreuses variations sont possibles sur ce syste`me 7, pour s’adapter a` des difficulte´s
particulie`res aux prote´ines teste´es. Notamment, le choix du nombre d’ope´rateurs LexA que
compte le promoteur permet d’obtenir diffe´rentes sensibilite´s de ce syste`me double-hybride :
la souche EGY48α, qui compte trois ope´rateurs LexA dans le promoteur du rapporteur leu2 8
permet de mettre en e´vidence des interactions plus faibles que la souche EGY191α (un ope´rateur
LexA).
7. D’autres syste`mes de double-hybride en levure existent e´galement. On peut notamment citer ceux utilisant le
domaine de liaison a` l’ADN (DNA-binding domain DBD) et le domaine d’activation de la transcription (activating
domain AD) de la prote´ine GAL4 (Brent & Ptashne, 1985). Dans ce syste`me, ce sont des UAS (upstream activating
sequence) qui tiennent lieu d’ope´rateurs LexAop. Bien e´videmment, l’utilisation de ce syste`me ne peut se faire que
dans des souches de levures dont le ge`ne endoge`ne GAL4 a e´te´ inactive´.
8. Kohlhaw (2003), Bryan (1980)
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Expression de la proie induite par la pre´sence de galactose
Le syste`me que nous avons utilise´ posse`de e´galement l’avantage d’utiliser, pour l’expression
de la proie, un promoteur inductible dont l’activation de´pend de la pre´sence de galactose dans
le milieu de culture des levures. En fait, la pre´sence de ce galactose a` la place du glucose
induit l’activation d’une nouvelle voie me´tabolique dans la levure, par l’activation d’un facteur
de transcription spe´cifique, GAL4, dont on place la se´quence spe´cifique de recrutement dans la
re´gion promotrice du ge`ne codant pour la prote´ine proie.
5.2.2 Pre´paration du crible
Description de l’appaˆt RasGAP-SH3
Deux plasmides appaˆts ont tout d’abord e´te´ construits, base´s sur le vecteur pEG-202 (voir
figure 5.2). Ces deux plasmides appaˆts destine´s au criblage contiennent soit le domaine SH3
de RasGAP seul (tel qu’il est pre´sente´ sur la figure 4.6, p. 85), soit l’ensemble des domaines
SH2-SH3-SH2, tels qu’ils sont pre´sents au sein de la prote´ine entie`re. Ce second appaˆt a e´te´
construit avec plusieurs objectifs : servir de controˆle vis a` vis de l’appaˆt SH3 seul, mais e´galement
replacer le domaine SH3 dans un contexte ressemblant plus fide`lement au contexte natif, au sein
de l’ensemble de la prote´ine RasGAP.
Contournement de l’auto-activation
Pour la se´lection d’aptame`res interagissant avec le domaine SH3 de RasGAP, nous avons
d’abord cherche´ a` optimiser les parame`tres du syste`me double-hybride. Nous avons choisi d’uti-
liser comme appaˆt pre´cise´ment ce domaine SH3, clone´ dans le vecteur pEG-202. Les premiers
tests que nous avons re´alise´s nous ont permis de mettre en e´vidence la capacite´, faible mais non
ne´gligeable de cet appaˆt a` auto-activer la transcription. Nous avons donc cherche´ a` diminuer cette
auto-activation de manie`re a` pouvoir utiliser cet appaˆt dans des conditions d’auto-activation suf-
fisamment faibles pour obtenir, lors du crible, un rapport signal/bruit satisfaisant.
Les diffe´rentes solutions que nous avons explore´es pour obtenir un niveau d’auto-activation
suffisamment faible pour permettre un criblage ont e´te´ les suivantes :
– Souche employe´e : nous avons choisi d’utiliser la souche EGY191α qui ne posse`de qu’un
ope´rateur LexAop au lieu de la souche EGY48α qui en posse`de trois,
– Rapporteur β-galactosidase : nous avons teste´ deux constructions diffe´rentes. Le plasmide
pSH18-34 nous est apparu tout a` fait satisfaisant,
– pSH18-34 : 4 ColE1 LexAop::LacZ ,
– pRB18-40 : 1 recA LexAop::LacZ ,
– Plo¨ıdie : les levures sont des organismes qui peuvent eˆtre soit haplo¨ıdes, soit diplo¨ıdes.
Chacune de ces deux situations donne lieu a` des changements me´taboliques profonds.
Nous avons finalement choisi de re´aliser les cribles dans la configuration diplo¨ıde, obtenue
par croisement (mating) de levures EGY191α et EGY42a. En effet, on voit nettement
sur la figure 5.4 que l’autoactivation est importante en cellules haplo¨ıdes. En revanche, la
figure 5.5 montre clairement que l’autoactivation dans des levures diplo¨ıdes EGY191α:42a
est tre`s faible 9.
9. On pourra s’appuyer e´galement sur la figure 5.11, page 115, pour d’autres de´tails concernant l’interpre´tation
de ces figures.
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(a) Levures EGY 48α (3 LexAop) (b) Levures EGY 191α (1 LexAop)
RB SH
SH3
RB SH
SH232
RB SH
cdk2
RB SH
cdk3
SD Glucose
U- H- W-
SD Glucose
U- H- W- L-
SD Gal/Raf
U- H- W- L-
SD Gal/Raf 
(+0,2% Glucose)
U- H- W- L-
SD Glucose
U- H- W- 
XGal
SD Gal/Raf
U- H- W- 
XGal
Fig. 5.4 – Tests d’autoactivation en levures haplo¨ıdes. Pour chacune des deux souches EGY 48α et
EGY 191α, diffe´rents appaˆts sont teste´s : pEG202 SH3, pEG202 SH232, pEG202 cdk2 et pEG202 cdk3.
Deux rapporteurs β-gal diffe´rents pRB18-40 et pSH18-34 sont utilise´s, et les levures portent toutes l’ap-
tame`re controˆle pJM-1 CR5-8 (n’interagissant avec aucun des appaˆts). Pour chaque combinaison [souche
+ appaˆt + rapporteur ], des dilutions aux 1/10e d’une suspension de levures sont de´pose´es successivement
sur chaque milieu de culture, permettant de mettre en e´vidence l’autoactivation des rapporteurs. Les
sche´mas en bas de la figure expliquent les positions des de´poˆts levures exprimant diffe´rentes combinaisons
de vecteurs, et les milieux de culture utilise´s. Les cadres rouges entourent les conditions dans lesquelles
de l’autoactivation est visible (en levures EGY 48α) ou invisible (en levures EGY 191α).
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SD Glucose
U- H- W-
SD Glucose
U- H- W- L-
SD Gal/Raf
U- H- W- L-
SD Glucose
U- H- W- 
XGal
SD Gal/Raf
U- H- W- 
XGal
48 191
SH3
48 191
cdk2
48 191
cdk3
Fig. 5.5 – Test d’autoactivation sur levures diplo¨ıdes. Les levures note´es 48 (respectivement 191)
sont issues du croisement entre des levures EGY 42a et EGY 48α (resp. EGY 191α). Les prote´ines cdk2
et cdk3 sont utilise´es comme controˆles, cdk2 n’entraˆınant presque pas d’autoactivation, alors que cdk3
entraˆıne fre´quemment de l’autoactivation. Cette expe´rience, conjointement avec l’expe´rience pre´sente´e
sur la figure 5.4 a permis de de´terminer les conditions optimales de criblage : choix de la souche diplo¨ıde
EGY 191α×EGY 48a.
.
Validation de l’appaˆt pEG-202 RasGAP-SH3
La validation d’un nouvel appaˆt est une e´tape importante et ne´cessaire avant tout de´but de
crible double-hybride. En effet, il peut arriver que les constructions de prote´ines fusion abou-
tissent a` un repliement incorrect du domaine LexA ou de la prote´ine d’inte´reˆt a` cribler, ou encore
que cette prote´ine de fusion adopte des conformations inactivant l’une ou l’autre de ses parties.
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Validation de l’entre´e dans le noyau et de la fonctionnalite´ du domaine LexA fusionne´
a` RasGAP-SH3 La fonctionnalite´ de notre syste`me double-hybride impose que les prote´ines
Appaˆt et Proies soient transporte´es dans le noyau. Pour cela, elles portent toutes les deux un tag
NLS. A` l’aide d’un plasmide comportant dans la re´gion promotrice d’une cassette rapporteur
β-galactosidase des ope´rateurs LexAop, place´s entre l’ATG du rapporteur et le site de fixation
du complexe de transcription d’un promoteur constitutif (figure 5.6) , nous avons ve´rifie´ que
l’expression de notre appaˆt RasGAP-SH3 induit bien une inhibition de l’expression de ce rap-
porteur. Cette expe´rience montre bien que l’appaˆt est capable de se fixer de fac¸on fonctionnelle
sur des ope´rateurs LexAop.
Rapporteur LacZ
Operateur LexA
Promoteur constitutif
Transcription normale Coloration
bleue 
(a) En l’absence de prote´ine se fixant sur l’ope´rateur LexAop, l’expression du
rapporteur est constitutive, et les levures sont colore´es en bleu sur milieu conte-
nant de l’X-Gal.
Rapporteur LacZ
Operateur LexA
SH3
LexA BD
Promoteur constitutif
Blocage de 
la transcription
(b) Lorsqu’une prote´ine comprenant le domaine de fixation a` l’ADN de LexA est
exprime´e et fonctionnelle, la transcription initie´e par le promoteur est bloque´e
et la coloration bleue disparaˆıt.
Fig. 5.6 – Principe de l’expe´rience de validation de la fonctionnalite´ de l’appaˆt
Utilisation du controˆle positif d’interaction Aurora 10 Apre`s avoir construit le vecteur
Appaˆt et de´termine´ les conditions optimales de visualisation du phe´notype double-hybride,
nous avons cherche´ a` valider nos constructions (en utilisant les prote´ines Aurora comme proies
controˆles, seules prote´ines dont l’interaction avec le domaine SH3 de RasGAP a pu eˆtre mise en
e´vidence par double-hybride, Gigoux et al., 2002). Nous avons donc construit des vecteurs proies
exprimant les prote´ines Aurora-A et -B, pour les utiliser en qualite´ de controˆle positif de notre
syste`me double-hybride et essayer de montrer que notre appaˆt RasGAP-SH3 est bien fonctionnel.
Le syste`me double-hybride utilise´ par Gigoux et al. (2002) repose sur le couple GAL4/UAS
(cf. p. 104), et l’ensemble des vecteurs utilise´s diffe`re. Notamment, le vecteur d’expression des
proies (et des banques de cDNA) est un vecteur a` expression constitutive, et posse`de le ge`ne
10. Il aurait e´galement e´te´ inte´ressant d’utiliser d’autres prote´ines, telles que G3BP comme controˆle positif
d’interaction avec RasGAP-SH3. Cependant, l’interaction SH3·G3BP n’ayant jamais pu eˆtre visualise´e en double-
hybride, probablement en raison de proble`mes d’expression de G3BP dans la levure, nous avons pre´fe´re´ utiliser
seulement Aurora comme controˆle positif.
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LEU2 pour son maintien dans les levures. Rappelons que dans notre syste`me LexA/LexAop,
l’expression des proies est conditionne´e par la pre´sence de galactose dans le milieu de culture.
Apre`s avoir construit les vecteurs pJG4-5 Aurora-A et pJG4-5 Aurora-B, nos essais de valida-
tion de l’Appaˆt se sont heurte´s a` une importante toxicite´ des prote´ines exprime´es par ces vecteurs
Proies, lors de l’induction de leur expression par le de´poˆt des levures sur un milieu contenant du
galactose. La visualisation du phe´notype double-hybride par survie sur milieu se´lectif de´prive´
en Leucine n’a donc pas e´te´ concluante, et l’apparition d’une faible coloration bleute´e des colo-
nies de´pose´es sur milieu contenant du X-Gal ne nous a pas semble´ suffisante pour conclure a` la
validite´ de notre Appaˆt RasGAP-SH3.
Cette toxicite´ des prote´ines Aurora pour les levures n’avait pas e´te´ observe´e par Gigoux
et al. (2002), puisque ces auteurs avaient re´ussi a` identifier cette prote´ine dans un crible double-
hybride. Cependant, Kiat et al. (2002) l’avaient rapporte´e 11. Ces auteurs ont pre´cise´ment ex-
ploite´ cette toxicite´ dans un crible double-hybride (dans le meˆme syste`me LexA/LexAop que
celui que nous avons utilise´) pour identifier d’e´ventuelles prote´ines interagissant avec Aurora-A
et inhibant sa toxicite´ pour les levures. Cette toxicite´, constate´e par Kiat et al. (2002) et par
nous-meˆmes, semble donc en contradiction avec les re´sultats de Gigoux et al. (2002). Cependant,
elle peut certainement s’expliquer par la diffe´rence entre les deux syste`mes d’expression utilise´s,
l’un inductible, l’autre non. Lors de la transformation des levures par le plasmide exprimant
constitutivement Aurora, il est tre`s probable que seules des cellules posse´dant un niveau d’ex-
pression du transge`ne faible soient se´lectionne´es. Inversement, dans notre syste`me inductible,
au moment de l’induction, les cellules ayant e´te´ pre´alablement se´lectionne´es pour l’expression
importante de leur ge`ne de prototrophie vont tre`s probablement exprimer une quantite´ le´tale
d’Aurora.
Pour contourner cette toxicite´ et continuer la validation de notre Appaˆt, nous avons donc
utilise´ deux strate´gies :
– construction de mutants (mutage´ne`se cible´e et/ou ale´atoire) d’Aurora ne posse´dant pas de
toxicite´ pour les levures,
– utilisation des vecteurs d’expression constitutive de la proie du syste`me GAL4, et qui ne
provoquent pas la mort des levures.
La premie`re strate´gie de recherche de mutants non toxiques d’Aurora n’ayant pas donne´ de
re´sultats rapidement, nous avons utilise´ le vecteur pAct2 Aurora exprimant Aurora fusionne´e au
domaine d’activation de la transcription de GAL4.
La figure 5.7 pre´sente les re´sultats de ces tests d’interaction RasGAP-SH3/Aurora, dans les
ligne´es EGY48α ou EGY191α conjugue´es avec EGY42a. Le vecteur pAct2 exprimant le ge`ne
LEU2 pour son maintien, nous n’avons pas pu utiliser le rapporteur LEU2 de notre syste`me
double-hybride, mais seulement le rapporteur β-galactosidase.
11. Ces auteurs citent e´galement l’article de Bischoff et al. (1998) a` ce sujet.
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positif
positif
positif
Fig. 5.7 – Validation de l’appaˆt pEG202-SH3 contre pActII-Aurora. La boˆıte de gauche correspond
au milieu SD U−/H−/L− Glucose ; celle de droite au milieu SD U−/H−/L− / X-Gal, Galactose.
Les re´sultats de la figure 5.7 montrent que l’interaction RasGAP-SH3/Aurora est nettement
mise en e´vidence dans les conditions suivantes :
– plasmide Appaˆt pEG202 RasGAP-SH3 dans EGY48α×EGY42a ou EGY191α×EGY42a
– plasmide Appaˆt pEG202 RasGAP-SH232 uniquement dans EGY191α×EGY42a
– plasmide rapporteur pSH18-34 (phe´notype double-hybride non visible avec pRB18-40, qui
ne posse`de qu’un seul LexAop au lieu de 4 pour pSH18-34).
Banques utilise´es
Nous avons utilise´ deux banques d’aptame`res diffe´rentes, dans plusieurs cribles successifs qui
ont permis d’enrichir la collection d’aptame`res obtenus au fur et a` mesure de l’optimisation des
parame`tres de crible pour cet appaˆt particulier.
La premie`re banque (Colas et al., 1996) a e´te´ construite en utilisant comme prote´ine pre´sen-
tatrice TrxA, la Thiore´doxine bacte´rienne et comporte une boucle variable de 16 acides amine´s.
La seconde banque 12 est base´e sur la meˆme prote´ine pre´sentatrice, mais sa se´quence nucle´ique
a e´te´ recode´e (note´e TrxR, voir figure 5.10) en utilisant des codons optimise´s pour une meilleure
expression dans les tissus humains (Kim et al., 1997). Cette banque de nouvelle ge´ne´ration ne
posse`de plus le proble`me intrinse`que de la premie`re banque, issu de son principe de construction,
qui rendait possible la pre´sence d’aptame`res avec des re´gions variables de taille plus importante,
par juxtaposition de fragments codant pour des re´gions variables de 16 acides amine´s (voir figure
5.16). La seconde banque que nous avons crible´e n’a pas ce proble`me, et les re´gions variables
des aptame`res de cette banque ont toutes pre´cise´ment 13 acides amine´s.
De plus, la deuxie`me banque d’aptame`res peptidiques est constitue´e de la Thiore´doxine
suivie par le domaine d’activation de la transcription. Ceci implique que les re´gions variables
comportant un codon stop entraˆınent l’arreˆt de la traduction avant la biosynthe`se de ce domaine
d’activation de la transcription. Ainsi, meˆme si ces re´gions variables tronque´es posse`dent une
certaine capacite´ a` interagir avec RasGAP, elles ne pourront donner lieu a` un phe´notype positif
12. Cette banque a e´te´ construite plus re´cemment par l’e´quipe de biologie mole´culaire d’Aptanomics, a` partir
des observations que nous avons faites sur les aptame`res obtenus lors du criblage de la premie`re banque pre´sente´
ici, et d’observations releve´es sur d’autres cribles re´alise´s par l’e´quipe levure d’Aptanomics.
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dans le crible double-hybride. La pre´sence dans la premie`re banque du domaine d’activation de
la transcription en N-terminal de la Thiore´doxine nous a permis d’isoler plusieurs aptame`res
dont la se´quence de la re´gion variable comporte un codon stop. Leur analyse ulte´rieure est
impossible, e´tant donne´ qu’on ne peut alors plus distinguer le roˆle de la boucle variable de
celui de la Thiore´doxine incomple`te et donc structuralement modifie´e dans la reconnaissance de
l’appaˆt.
Construction des banques et ine´quiprobabilite´ des acides amine´s La construction de
telles banques, codant pour des chaˆınes peptidiques dont une re´gion est souhaite´e ale´atoire, est
re´alise´e en sous clonant des fragments d’ADN synthe´tiques au sein du vecteur d’inte´reˆt. C’est
lors de la synthe`se de ces fragments que le caracte`re ale´atoire est introduit.
La synthe`se d’oligonucle´otides se faisant base par base sur support solide, avec des e´tapes de
protection/de´protection comparables a` celles de la synthe`se de peptides en phase solide (Merri-
field, 1986, 1963, Prix Nobel de Chimie 1984), il suffit donc de coupler un me´lange des quatre
bases diffe´rentes simultane´ment a` chaque position ou` l’on souhaite obtenir une base ale´atoire
(ces oligonucle´otides sont dits de´ge´ne´re´s).
A C D E F G H I K L M N P Q R S T V W Y Stop
F
re
q
u
en
cy
0,00
0,02
0,04
0,06
0,08
0,10
(a) Fre´quences the´oriques (sans et avec re´duction du biais)
TTT F TCT S TAT Y TGT C T
TTC F TCC S TAC Y TGC C C
TTA L TCA S TAA end TGA end A
TTG L TCG S TAG end TGG W G
CTT L CCT P CAT H CGT R T
CTC L CCC P CAC H CGC R C
CTA L CCA P CAA Q CGA R A
CTG L CCG P CAG Q CGG R G
ATT I ACT T AAT N AGT S T
ATC I ACC T AAC N AGC S C
ATA I ACA T AAA K AGA R A
ATG M ACG T AAG K AGG R G
GTT V GCT A GAT D GGT G T
GTC V GCC A GAC D GGC G C
GTA V GCA A GAA E GGA G A
GTG V GCG A GAG E GGG G G
G
L
a
st p
o
sitio
n
F
ir
st
 p
o
si
ti
o
n
Second position
T C A G
T
C
A
(b) Le code ge´ne´tique standard
Fig. 5.8 – Le biais introduit par l’utilisation d’oligonucle´otides de´ge´ne´re´s. Ce biais est duˆ a` la
non e´quiprobabilite´ des acides amine´s dans le code ge´ne´tique standard. Les barres de droite sur la figure
(a) repre´sentent les fre´quences relatives des codons apre`s re´duction du biais en utilisant seulement les
bases G/T pour la dernie`re base de chaque codon. Sur la figure (b), sont grise´es les combinaisons du code
ge´ne´tique qui ne sont plus possibles si on utilise une telle technique de re´duction du biais.
Le code ge´ne´tique e´tant biaise´ (chacun des 20 acides amine´s naturels n’a pas la meˆme fre´-
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quence au sein des 64 codons possibles diffe´rents, comme on peut le voir sur la figure 5.8), les
peptides obtenus par cette technique sont e´galement biaise´s. Pour re´duire la probabilite´ d’obtenir
des codons stop (TAA, TAG ou TGA), les concepteurs de ces banques ont utilise´ pour la dernie`re
base des codons un me´lange des bases G/T seulement. Cette artifice re´duit d’un tiers la fre´quence
des codons stops, et augmente par la meˆme occasion les fre´quences relatives des me´thionines et
tryptophanes, sans sacrifier la repre´sentation des autres acides amine´s. Cependant, on note que
les Leucines, Arginines et Se´rines devraient eˆtre trois fois plus fre´quentes que la majorite´ des
autres acides amine´s, meˆme avec cette re´duction du biais (figure 5.8).
La figure 5.9 pre´sente le vecteur pJM-1 d’expression de la banque de premie`re ge´ne´ration.
Le vecteur pWP2-C dans lequel a e´te´ construit la banque de seconde ge´ne´ration est tout a` fait
similaire a` ce vecteur pJM-1. Ce vecteur diffe`re principalement par l’ajout de sites de clonage en
5’ du domaine d’activation de la transcription, qui ont permis la construction de proies contenant
ce domaine en C-terminal de l’aptame`re (ce qui permet d’e´carter les aptame`res contenant un
codon stop dans leur re´gion variable).
pJM-1 constructed
6936 bp
TrxA
B112 AD
HA tag
ampR
Variable peptide insert
SV40 NLS
2µ ori
pMB1 ori
ADH term
TRP
BamHI (1302)
EcoRI (471)
NotI (1323)
Sac I (6416)
Sal I (1314)
RsrII (579)
XbaI (817)
XbaI (1308)
XbaI (2044)
XbaI (3974)
Fig. 5.9 – Vecteur d’expression de la banque pJM-1
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TrxA
M S D K I I H L T D D S F D T D V L K A D G A I L V D F W A E
TrxA .....................ATGAGCGATAAAATTATTCACCTGACTGACGACAGTTTTGACACGGATGTACTCAAAGCGGACGGGGCGATCCTCGTCGATTTCTGGGCAGAGT
TrxR GGCTAGCCTCGAGAATTCACCATGAGCGACAAGATCATCCACCTGACCGACGACAGCTTCGACACCGACGTGCTGAAGGCCGACGGCGCCATCCTGGTGGACTTCTGGGCCGAGT
M S D K I I H L T D D S F D T D V L K A D G A I L V D F W A E
NheI TrxR
Site actif mute´
③ ⑥⑤ ④
TrxA
W C G P G P C K M I A P I L D E I A D E Y Q G K L T V A K L N I D Q N P G
TrxA GGTGCGGTCCA......GGTCCGTGCAAAATGATCGCCCCGATTCTGGATGAAATCGCTGACGAATATCAGGGCAAACTGACCGTTGCAAAACTGAACATCGATCAAAACCCTGG
TrxR GGAGCGGTCCG......GGACCGAGCAAGATGATCGCCCCCATCCTGGACGAGATCGCCGACGAGTACCAGGGCAAGCTGACCGTGGCCAAGCTGAACATCGACCAGAACCCCGG
W S G P G P S K M I A P I L D E I A D E Y Q G K L T V A K L N I D Q N P G
TrxR
⑤ ④③ ⑥
Re´gion variable
TrxA
T A P K Y G I R G I P T L L L F K N G E V A A T K V G A L S K G Q L K E F L
TrxA CACTGCGCCGAAATATGGCATCCGTGGTATCCCGACTCTGCTGCTGTTCAAAAACGGTGAAGTGGCGGCAACCAAAGTGGGTGCACTGTCTAAAGGTCAGTTGAAAGAGTTCCTC
TrxR CACCGCCCCCAAGTACGGCATCAGGGGCATCCCCACCCTGCTGCTGTTCAAGAACGGCGAGGTGGCCGCCACCAAGGTGGGCGCCCTGAGCAAGGGCCAGCTGAAGGAGTTCCTG
T A P K Y G I R G I P T L L L F K N G E V A A T K V G A L S K G Q L K E F L
TrxR
TrxA
D A N L
TrxA GACGCTAACCTGGCGTAA....................
TrxR GACGCCAACCTGGCCTAGCCTCGACCCGGGCGGCCGCT
D A N L A .
TrxR NotI
Fig. 5.10 – Se´quence de la Thioredoxin native TrxA et recode´e TrxR. La premie`re ligne pre´sente
la se´quence nucle´ique native de la Thiore´doxine bacte´rienne TrxA. La seconde ligne pre´sente la version
optimise´e de cette se´quence nucle´ique, qui code naturellement pour la meˆme se´quence prote´ique, mais
dont les choix de codons sont plus adapte´s a` l’expression dans des cellules humaines. Les bases nucle´iques
conserve´es sont colore´es en bleu, les modifie´es en rouge. Par exemple, pour le codon 3, codant pour un
acide aspartique D3, le codon de TrxR est GAT, et sa version optimise´e dans TrxR est GAC.
5.2.3 Description du de´roulement du crible
Les paragraphes suivants de´taillent la de´couverte du premier aptame`re obtenu
(RG 01). Ces e´tapes ont e´te´ reproduites pour chacun des autres aptame`res dont
nous ne pre´sentons ensuite que les dernie`res phases de validation.
Protocole de criblage
Le protocole de criblage que nous avons utilise´ comporte les taˆches suivantes :
1. Transformation de la banque d’aptame`res dans la souche EGY191α, et conge´lation
d’aliquots de ces levures transforme´es,
2. De´conge´lation d’un aliquot de la banque transforme´e, ve´rification de la qualite´ de la trans-
formation,
3. Transformation du vecteur Appaˆt pEG-202 RasGAP-SH3 et du Rapporteur pSH18-34
dans la souche EGY42a,
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4. De´conge´lation de la banque transforme´e et conjugaison avec les levures contenant l’Appaˆt
et le Rapporteur,
5. E´talement sur milieu se´lectif (milieu minimum SD Selective Dropout Medium) :
– contenant du Galactose (pour induire l’expression des aptame`res-proies),
– ne contenant ni Uracile, Histidine et Tryptophane (pour le maintien des trois plasmides),
– ne contenant pas de Leucine (pour la se´lection des levures exprimant un aptame`re in-
teragissant avec l’appaˆt),
6. A` partir de 48h apre`s l’e´talement des diplo¨ıdes, des colonies apparaissent sur ce milieu
se´lectif. Ces colonies sont recueillies et streake´es (e´tale´es sous forme de petits baˆtonnets)
sur milieu SD U−/H−/W− (pour la conservation des plasmides),
7. 24h apre`s re´cupe´ration des colonies positives, les levures sont re´plique´es sur quatre milieux
diffe´rents pour une premie`re ve´rification du phe´notype double-hybride en utilisant les deux
syste`mes de rapporteur :
– re´tablissement du caracte`re prototrophique vis a` vis de la Leucine (milieux SD U−/-
H−/W−/L−, Glucose ou Galactose),
– visualisation de l’expression de la β-galactosidase par apparition d’une coloration bleue
lorsque le milieu de culture contient de l’X-Gal (milieux SD U−/H−/W− / X-Gal, Glu-
cose ou Galactose)
8. Re´cupe´ration des re´gions variables des aptame`res posse´dant un phe´notype double-hybride
net dans le test pre´ce´dent. Cette re´cupe´ration se fait soit :
– par re´cupe´ration des plasmides (transformation dans des bacte´ries apre`s lyse des levures,
miniprep. . . ),
– par PCR (amplification des re´gions variables) et recombinaison homologue en levure
pour la reconstitution du plasmide,
9. Reconfirmation par retransformation des aptame`res et dernie`re ve´rification du phe´no-
type double-hybride,
10. Extraction des plasmides et se´quenc¸age de la re´gion variable,
11. E´tudes de spe´cificite´ : ve´rification que l’aptame`re interagit bien spe´cifiquement avec le
domaine SH3 et non directement avec l’ope´rateur LexAop ou avec le domaine d’interaction
avec l’ADN LexA.
Nous avons de´libe´re´ment choisi de de´tailler seulement les expe´riences qui nous
ont permis d’isoler le premier aptame`re dirige´ contre le domaine SH3 de RasGAP.
L’obtention des aptame`res suivants s’est faite de fac¸on tout a` fait similaire, en
renouvelant les e´tapes de´crites, et en optimisant certains parame`tres.
Premie`re ve´rification du phe´notype double-hybride
La figure 5.11 pre´sente la premie`re e´tape de ve´rification du phe´notype de double-hybride.
Environ 850 clones positifs (parmi les 107 a` 108 transformants crible´s) issus de la se´lection sur
milieu sans Leucine sont isole´s et streake´s sur une boˆıte originale, qui est ensuite re´plique´e sur
les quatre milieux de visualisation du phe´notype double-hybride. Cette e´tape a pour objectif
d’e´liminer les clones dont le phe´notype « survie sur milieu sans Leucine » ne provient pas de
l’interaction entre les prote´ines Proie et Appaˆt. En effet, le stress induit sur les levures par
leur e´talement sur un milieu ne permettant pas a priori leur survie, cre´e une forte pression de
se´lection pouvant stimuler la restauration de la prototrophie vis a` vis de la Leucine.
CONFIDENTIEL
Recherche d’aptame`res peptidiques reconnaissant RasGAP-SH3 115
II
I
Le phe´notype double-hybride que l’on cherche donc a` ve´rifier doit avoir les caracte´ris-
tiques suivantes :
- SD U− H− W− X-Gal Glucose absence de coloration bleue
- SD U− H− W− X-Gal Galactose forte coloration bleue
- SD U− H− W− L− Glucose absence de croissance
- SD U− H− W− L− Galactose croissance (levures blanches)
Fig. 5.11 – Ve´rification du phe´notype double hybride apre`s re´cupe´ration de clones positifs. Sur
chacune des boˆıtes, des controˆles positifs et ne´gatifs d’interaction sont pre´sente´s (respectivement a` gauche
et a` droite des boˆıtes). Les clones sur ces boˆıtes sont nume´rote´s de 609 a` 640, de gauche a` droite et de
haut en bas.
Sur la figure 5.11, on montre que seul l’aptame`re no 618 posse`de un phe´notype double-hybride
parfait. De nombreux autres clones pre´sentent une faible expression de la β-galactosidase, et
surtout ont une survie sur Leucine inde´pendante de l’expression de leur aptame`re conditionne´e
par la pre´sence de Galactose dans le milieu de culture.
Les colonies posse´dant ce type de phe´notype double-hybride sont re´cupe´re´es pour analyser
plus en de´tail les aptame`res exprime´s.
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Extraction des fragments codant pour les re´gions variables et reconstruction des
vecteurs exprimant les aptame`res
L’e´tape suivante consiste a` ve´rifier si ce phe´notype double-hybride est reproductible a` partir
de la se´quence nucle´otidique codant pour les aptame`res exprime´s dans ces colonies. Pour cela
nous avons utilise´ principalement 13 l’amplification par PCR de la re´gion variable directement a`
partir de levures entie`res. Apre`s amplification, ces produits de PCR sont analyse´s par e´lectropho-
re`se. La figure 5.12 pre´sente le re´sultat de ce type d’amplification. On note que sur cette figure,
les fragments amplifie´s n’ont pas tous la meˆme longueur : il s’agit ici d’aptame`res issus d’un
crible utilisant la banque de premie`re ge´ne´ration, dont les re´gions variables ont une longueur
the´orique de 16 acides amine´s, mais en pratique souvent beaucoup plus longue.
(a)
(b)
Fig. 5.12 – De´poˆt des produits de PCR obtenus a` partir des aptame`res isole´s au cours du crible.
Le vecteur pJM-1 contenant un aptame`re quelconque avec une re´gion variable de 16 acides amine´s est
utilise´ comme controˆle positif et de marqueur de taille (b, dernie`re colonne). Les PCR dont les produits
sont pre´sente´es sur les figures (a) et (b) ont e´te´ re´alise´es avec deux couples d’oligonucle´otides diffe´rents.
Les longueurs des fragments amplifie´s qui comportent, en plus de la re´gion variable, une partie de la
Thiore´doxine TrxA, sont donc logiquement diffe´rentes. Gel d’agarose/TBE 2%, marqueurs de taille de
100 bp DNA ladder.
La figure 5.13(b) pre´sente les re´sultats de transformation de levures EGY191α pour la re-
constitution des vecteurs d’expression des aptame`res par recombinaison homologue (voir figure
5.13(a)). Dans chacun des puits de cette plaque standard a` douze puits, nous avons transforme´
des levures « fraˆıches » avec le plasmide pJM-1 vide et ouvert par digestion (qui ne peut donc se
13. Dans certains autres cas, nous avons lyse´ les levures pour re´cupe´rer le contenu plasmidique, et amplifie´ ces
plasmides en bacte´ries.
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maintenir dans les levures) au niveau du site d’insertion des re´gions variables, et avec les frag-
ments des aptame`res amplifie´s par PCR (obtenus sur la figure 5.12). Les levures qui survivent
sur le milieu de culture de´prive´ en Tryptophane sont donc celles qui portent un vecteur pJM-1
referme´ par recombinaison homologue du fragment amplifie´ par PCR. Cette technique permet
en effet la construction de plasmides tre`s aise´ment et tre`s pre´cise´ment au sein meˆme de la levure
(Oldenburg et al., 1997).
TrxA CGP GPCB42 AD TrxA
CGP GPCVRPCR fragment
pJM-1 vector
(a) Principe de la recombinaison homologue : la co-transformation dans les levures du
vecteur ouvert (et qui donc ne peut se maintenir en l’e´tat) et du fragment amplifie´ par PCR
va conduire a` la se´lection sur milieu ade´quat des levures posse´dant le plasmide referme´ avec
la re´gion variable (VR).
(b) Dans chaque puits, des colonies porteuses du vecteur
reconstitue´ par recombinaison homologue apparaissent.
Fig. 5.13 – Reconstitution des aptame`res pour reconfirmation ou recombinaison homologue a`
partir des fragments amplifie´s par PCR. Le puits note´ C et comptant un tre`s faible nombre de colonies
correspond au controˆle ou` seul le plasmide vide ouvert est transfecte´. Les puits no 605 et 618 semblent ne
pas contenir de colonies, mais en fait, se trouvant au centre de la boˆıte, leur milieu de culture reste tre`s
humide et les colonies fusionnent rapidement par dispersion dans des gouttelettes.
Cette e´tape d’extraction des re´gions variables et de re´insertion dans un vecteur « propre »
permet de s’affranchir de toutes les modifications qui ont pu avoir lieu dans les levures lors de
la phase initiale du crible et ainsi d’e´carter certains faux positifs.
Reconfirmation des aptame`res apre`s reconstitution des vecteurs
La figure 5.14 pre´sente les re´sultats des e´valuations des interactions entre ces aptame`res
reconstitue´s par recombinaison homologue et le domaine SH3 de RasGAP.
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Fig. 5.14 – Reconfirmation des aptame`res obtenus dans le premier crible : levures
EGY191α×EGY42a, rapporteur pSH18-34, appaˆt pEG202 RasGAP-SH3.
La lecture de cette figure laisse apparaˆıtre que seules les interactions avec le domaine SH3
de RasGAP des aptame`res 347, 618 et 825 sont effectivement reconfirme´es en double-hybride.
Ve´rification de la spe´cificite´ de l’interaction
La figure 5.15 pre´sente le premier test de ve´rification de la spe´cificite´ de l’interaction entre ces
aptame`res et l’appaˆt RasGAP-SH3. Pour cela, nous avons utilise´ une matrice d’interaction pour
comparer les interactions entre diffe´rents aptame`res (Proies) et diffe´rents Appaˆts. Les Appaˆts
transforme´s dans des levures EGY42a (avec le vecteur rapporteur pSH18-34) sont e´tale´s sous
forme de lignes, et conjugue´s avec des levures transforme´es par les diffe´rentes proies. A chaque
intersection ligne/colonne, les diplo¨ıdes forme´s sont se´lectionne´s par un milieu de culture ade´quat
(se´lectionnant les triples transformants). Cette technique de matrices permet donc de tester tre`s
rapidement les interactions entre plusieurs prote´ines.
Sur la figure 5.15, les aptame`res no 618, 825 et 831 et Aurora-B, une cible de RasGAP-SH3
trouve´e par double hybride, ont e´te´ teste´s pour leur interaction avec quatre appaˆts (en fin de
ligne, la notation adopte´e dans cette figure) :
– pEG202 RasGAP-SH3 (l’appaˆt utilise´ pour le crible) SH3
– pEG202 RasGAP-SH3W317K SH3W317K
(mutant du domaine SH3, au niveau du Tryptophane 317 tre`s conserve´)
– pEG202 Nck (prote´ine contenant e´galement un domaine SH3) Nck
– pEG202 cdk2 (controˆle interne) cdk2
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Fig. 5.15 – Premie`re ve´rification de la spe´cificite´ des aptame`res 618, 825 et 831. L’aptame`re note´
10M reconnaˆıt spe´cifiquement cdk2. Aur-B de´signe Aurora-B (inse´re´e dans le vecteur pJG4-5).
Le re´sultat de cette premie`re ve´rification de la spe´cificite´ a donc permis d’e´tablir que les
aptame`res 618 et 825 interagissent spe´cifiquement avec le domaine SH3 de RasGAP.
5.3 Se´quences des aptame`res obtenus
5.3.1 Aptame`res issus de la banque de premie`re ge´ne´ration
Le se´quenc¸age des re´gions variables issues des colonies 618 et 825 a permis de montrer
qu’il s’agissait en fait du meˆme aptame`re, qui a alors e´te´ rebaptise´ RG 01 (pour « aptame`re
RasGAP 01 »).
La meˆme technique de criblage a e´te´ reconduite plusieurs fois avec cette meˆme banque de
premie`re ge´ne´ration, donnant lieu a` l’identification de onze aptame`res diffe´rents reconfirme´s
et reconnaissant spe´cifiquement le domaine SH3 de RasGAP. Les longueurs et nombres d’occur-
rences de ces aptame`res sont rapporte´es sur le tableau 5.1. Les se´quences nucle´iques et prote´iques
de ces aptame`res sont reproduites sur la figure 5.16.
On note que les re´gions variables de la majorite´ des aptame`res obtenus sont bien plus longues
que 16 acides amine´s, ce qui correspond a` une caracte´ristique de´ja` connue de cette banque. De
fac¸on plus surprenante, l’aptame`re RG 01 est plus court, sa re´gion variable e´tant constitue´e de
seulement 11 acides amine´s, et le de´but de cette re´gion variable ne contient pas le motif -CGP-
, mais seulement la Cyste´ine -C- (rappelons que les re´gions variables des aptame`res de cette
banque doivent normalement eˆtre de la forme -CGP-[X]16-GPC-.
Ces nombreuses alte´rations de la longueur des aptame`res issus du crible de la banque de
premie`re ge´ne´ration nous ont conduit a` chercher a` obtenir une banque de nouvelle ge´ne´ration
ne pre´sentant pas ces inconve´nients (cf. p. 110).
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Nom Longueur Se´quence Occurrences
RG 01 11 LWGISSCELVL 2
RG 02 16 SGRPLKVCSGMVRGWA 22
RG 03 34 8
RG 04 54 16
RG 05 16 GLSSRVHRVSRLWQCT 1
RG 06 16 VWPTLVVRTGVLQVSY 1
RG 07 15 + stop 1
RG 08 52 1
RG 09 52 1
RG 10 16 PYRRAFTVGKAGCYGR 1
RG 11 70 3
Tab. 5.1 – Longueurs et occurrences des aptame`res obtenus a` partir de la banque de premie`re
ge´ne´ration. Les se´quences des re´gions variables d’aptame`res de longueur raisonnable sont e´galement
pre´sente´es sur ce tableau.
Nombre d’occurrences d’un aptame`re
Il est tout a` fait le´gitime de s’interroger sur la signification du nombre d’occurrence d’un
aptame`re issu du crible. Comme le montre le tableau 5.1, la plupart des aptame`res n’ont e´te´
isole´s qu’un nombre de fois tre`s faible dans le crible (une a` trois fois) mais beaucoup plus
fre´quemment pour d’autres (jusqu’a` 22 fois). Les valeurs concernant les aptame`res issus de la
banque de nouvelle ge´ne´ration diffe`rent peu (tableau 5.2).
Il est e´vident que les cribles re´alise´s n’ont pas pour objectif de cribler de fac¸on exhaustive
les 2016 ou 2013 combinaisons possibles (en supposant qu’elles aient toutes e´te´ repre´sente´es de
fac¸on e´quiprobable dans les banques d’oligonucle´otides initiales). Nous avons estime´ a` environ
108 le nombre de levures transforme´es inde´pendamment par les plasmides de la banque lors de la
premie`re phase du crible. L’objectif des phases ulte´rieures est d’e´viter que d’e´ventuels aptame`res
positifs ne soient perdus dans les diffe´rentes ope´rations ulte´rieures, en particulier la conjugaison
des levures transforme´es par la banque et des levures exprimant l’appaˆt. Pour cela, nous avons
pre´alablement estime´ le taux de re´ussite de cette ope´ration, ainsi que le taux de survie d’une
levure seule porteuse d’un aptame`re interagissant avec l’appaˆt (capacite´ de cette levure a` former
une colonie visible). Nous avons donc amplifie´ les levures porteuses de la banque pour compenser
les pertes ulte´rieures, et assurer ainsi une certaine redondance du crible (de l’ordre de 4×).
Au vu des re´sultats obtenus, on peut donc s’interroger sur la signification des valeurs e´leve´es
du nombre d’occurrence d’un faible nombre d’aptame`res. Cependant, les expe´riences que nous
avons re´alise´es en marge de ce crible ne nous ont pas permis de conclure sur cette question, et
la prise en compte de l’expe´rience acquise par Aptanomics au cours de nombreux cribles sort du
cadre de ce manuscrit.
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RG01
TGCCTGTGGGGTATTTCTTCGTGTGAGCTTGTGCTTGGTCCGTGC
C L W G I S S C E L V L G P C
RG02
TGCGGTCCAAGTGGGCGGCCTTTGAAGGTGTGTTCTGGGATGGTGCGGGGGTGGGCGGGTCCGTGC
C G P S G R P L K V C S G M V R G W A G P C
RG03
TGCGGTCCAGTGTGTTGTGGTACTCAGTTGGGTGTGCCTCGTATTCCGATGATTCGTGGTCCACTTGTGAGGTGGGGGCGTAGGGCGTCTTGTCGGGAGGGGTTTCAGGTGGGTCCGTGC
C G P V C C G T Q L G V P R I P M I R G P L V R W G R R A S C R E G F Q V G P C
RG04
TGCGGACCACCCGTCCACTGCGCACCCACAATACGAGACGCCGTCCAAGACGCATCTGGAGTCAGTCCATGGCGTTCTCCGCGGGGGGAGAGGCATTTTGTGTTTAGTATGTCGTTTGGTCCATTGAGTGGGGTTGGTTTTGAGAGGGGGTGTCAGCTTGTGGTTGTGGGTGGTCCGTGC
C G P P V H C A P T I R D A V Q D A S G V S P W R S P R G E R H F V F S M S F G P L S G V G F E R G C Q L V V V G G P C
RG05
TGCGGTCCTGGTCTGTCTAGTAGGGTGCATAGGGTGTCTCGTTTGTGGCAGTGTACGGGTCCGTGC
C G P G L S S R V H R V S R L W Q C T G P C
RG06
TGCGGTCCAGTTTGGCCTACGTTGGTTGTTCGGACGGGGGTGTTGCAGGTGAGTTATGGTCCGTGC
C G P V W P T L V V R T G V L Q V S Y G P C
RG07
TGCGGTCCAGTGGAGCTGTCTGAGGCGGGGTCTTGGTCGGATTGGGAGTGTGCTTAGGGTCCATAGCTGGAGGGTGAGGGGGTTCGTCGGGTGATGGCGGTTTTTATGGCGGGTCCGTGC
C G P V E L S E A G S W S D W E C A . G P . L E G E G V R R V M A V F M A G P C
RG09
TGCGGACCCTTAGTCGACAGCCGAGCACACACCGCACCAGAAGCAAACCCATTCTCTGGACCAACCTTATACAAACGCCGCCCCTCAGCACAAACCTTAATCGGCGGAAGTGGTCCACGTTTGTATTTTACGCAGGGGAGTGCTTGGAAGCGGTGGTTTTGTAGGGGTCCGTGC
C G P L V D S R A H T A P E A N P F S G P T L Y K R R P S A Q T L I G G S G P R L Y F T Q G S A W K R W F C R G P C
RG10
TGCGGTCCACCGTATAGGAGGGCTTTTACGGTTGGTAAGGCGGGGTGTTATGGGAGGGGTCCGTGC
C G P P Y R R A F T V G K A G C Y G R G P C
RG11
TGCGGTCCAGTGGATAGTAGGATGCGGTATAAGAGGAGTTTGGTTTGGATTCGTGCGGGTCCAGAGTGGCTGTATCGTAGTTTTGGGTGGATGTGTGATTGGGTTGTTGTTGGTCCATGTGCTATGAGTGCGATTACTGTGGCTATGGTTCGGCAGCAGTGGTTTGGTCCA
C G P V D S R M R Y K R S L V W I R A G P E W L Y R S F G W M C D W V V V G P C A M S A I T V A M V R Q Q W F G P
ATTCGTTCGGGGGGGCTTGCGCCGCGGTGGATTGTGATTTGGGTTGGGGGTCCGTGC
I R S G G L A P R W I V I W V G G P C
Fig. 5.16 – Se´quences des aptame`res obtenus lors de cribles de la banque de premie`re ge´ne´ration (boucle variable de 16 acides amine´s,
avec possibilite´ de re´pe´titions de 16-mers, inse´re´e dans la thioredoxine native TrxA).
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5.3.2 Aptame`res issus de la banque de seconde ge´ne´ration
Lorsque la nouvelle banque re´alise´e par Aptanomics a e´te´ disponible (p. 110), elle a e´galement
e´te´ crible´e contre le domaine SH3 de RasGAP. Comme pre´vu, tous les aptame`res obtenus avec
cette banque ont bien une re´gion variable de 13 acides amine´s exactement.
Le tableau 5.2 pre´sente les se´quences peptidiques et les nombres d’occurrences de ces apta-
me`res dans les diffe´rents cribles re´alise´s avec cette nouvelle banque.
Nom Se´quence Occurrences
RG 17 WYIRGKWVTGGES 15
RG 18 VWLACNRVCGSRG 3
RG 19 TMHEKVWSPINSF 8
RG 20 QHLTRGSPEFYHV 3
RG 21 RNPNGCMPRYYHR 5
RG 23 RPAKSACPTHPHL 6
RG 25 CTWSYNAQGRIWV 1
RG 26 ASTFPKPPRFYHV 1
RG 27 KWVVSHARLMYSF 2
RG 28 EGACPWEVRRLRF 2
RG 29 RRLSRMCPSRYFT 1
RG 30 GVAPWGTTTCRRF 1
Tab. 5.2 – Se´quences et occurences des aptame`res issus de la banque de seconde ge´ne´ration
La figure 5.17 pre´sente les se´quences nucle´iques et prote´iques des re´gions variables des apta-
me`res issus de cette nouvelle banque.
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Re´gion variable
RG17 AGCGGTCCGTGGTACATCCGCGGCAAGTGGGTGACGGGCGGGGAGAGCGGACCGAGC
S G P W Y I R G K W V T G G E S G P S
RG18 AGCGGTCCGGTCTGGCTCGCCTGCAACCGCGTCTGCGGCTCCAGGGGCGGACCGAGC
V W L A C N R V C G S R G
RG19 AGCGGTCCGACCATGCACGAGAAGGTCTGGTCGCCCATCAACAGCTTCGGACCGAGC
T M H E K V W S P I N S F
RG20 AGCGGTCCGCAGCACCTGACGCGGGGCAGCCCGGAGTTCTACCACGTCGGACCGAGC
Q H L T R G S P E F Y H V
RG21 AGCGGTCCGAGGAACCCCAACGGGTGCATGCCGAGGTACTACCACCGCGGACCGAGC
R N P N G C M P R Y Y H R
RG23 AGCGGTCCGCGGCCGGCGAAGAGCGCGTGCCCCACCCACCCGCACCTCGGACCGAGC
R P A K S A C P T H P H L
RG25 AGCGGTCCGTGCACGTGGAGCTACAACGCCCAGGGGCGGATCTGGGTCGGACCGAGC
C T W S Y N A Q G R I W V
RG26 AGCGGTCCGGCGTCCACCTTCCCCAAGCCGCCCCGCTTCTACCACGTCGGACCGAGC
A S T F P K P P R F Y H V
RG27 AGCGGTCCGAAGTGGGTCGTGTCGCACGCCCGGCTGATGTACAGCTTCGGACCGAGC
K W V V S H A R L M Y S F
RG28 AGCGGTCCGGAGGGCGCGTGCCCGTGGGAGGTCAGGCGCTTGCGCTTCGGACCGAGC
E G A C P W E V R R L R F
RG29 AGCGGTCCGCGCAGGCTCAGCCGCATGTGCCCGAGCCGCTACTTCACCGGACCGAGC
R R L S R M C P S R Y F T
RG30 AGCGGTCCGGGGGTCGCCCCGTGGGGCACGACGACCTGCCGCAGGTTCGGACCGAGC
G V A P W G T T T C R R F
Fig. 5.17 – Se´quences des aptame`res obtenus lors du second crible
5.3.3 E´tude des se´quences des re´gions variables des aptame`res
BLAST
La premie`re e´tude que nous avons re´alise´e de`s l’obtention de ces se´quences a consiste´ a`
les comparer avec l’ensemble des se´quences prote´iques de´pose´es dans les banques de donne´es.
Notamment, nous avons utilise´ le logiciel BLAST (Altschul et al., 1990), he´berge´ par le serveur
du NCBI 14, qui permet tre`s facilement l’utilisation de parame`tres pre´de´finis pour la recherche
de fortes similarite´s au sein de courts fragments de se´quence (Search for short, nearly exact
matches).
Cette recherche a pour objectif de de´terminer si les aptame`res que nous avons identifie´s
peuvent eˆtre tre`s similaires a` des se´quences de prote´ines, qui seraient alors susceptibles d’interagir
elles-meˆme avec le domaine SH3 de RasGAP.
Le seul re´sultat relativement significatif a e´te´ obtenu avec l’aptame`re RG 01, dont l’aligne-
ment avec l’isoforme 3 de la Livine semble pertinent (figure 5.18).
14. www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/
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RG 01 1 LWGISSCELVL
Livin 3 57 LWGICSCQFLL
Fig. 5.18 – Alignement de la re´gion variable de RG 01 et d’une partie de l’isoforme 3 de Livine.
Bien que le cDNA (Genbank : BF727035) correspondant a` cette isoforme rare de la Livine nous
ait e´te´ transmis par M. G.Wistow 15, nous n’avons pas pu re´aliser l’expe´rience d’e´valuation par
double-hybride de son e´ventuelle interaction avec le domaine SH3 de RasGAP, en raison d’une
grande difficulte´ a` sous-cloner ce fragment dans le vecteur pJG4-5. De plus, bien que la Livine
soit une prote´ine de la famille des IAP (Inhibitor of Apoptosis, famille qui compte e´galement la
Survivin notamment avec RasGAP-SH3 et Aurora), il s’agit d’une isoforme tre`s rare (une seule
EST dans les banques de donne´es). De plus, ce fragment similaire a` RG 01 se situe pre´cise´ment
dans la re´gion qui n’est pas commune aux autres isoformes 1 et 2, exprime´es dans certains
cancers (Kasof & Gomes, 2001, Gazzaniga et al., 2003). Ces diffe´rents arguments ne nous ont
pas pousse´s a` de´velopper davantage ces travaux.
Recherche de similarite´s de se´quences avec les partenaires connus de RasGAP
De fac¸on plus spe´cifique, nous avons recherche´ au sein des diffe´rentes prote´ines identifie´es
comme interagissant avec le domaine SH3 de RasGAP (voir p. 86) des fragments semblables
aux diffe´rentes re´gions variables des aptame`res que nous avons obtenus. Cette recherche n’a
pas permis d’identifier de quelconques re´gions susceptibles d’eˆtre implique´es dans l’interaction
avec RasGAP-SH3. Ceci sugge`re fortement que les motifs reconnus par RasGAP-SH3ne sont pas
compose´s d’acides amine´s adjacents, mais sont plutoˆt des « e´pitopes conformationnels ».
Composition des aptame`res
La figure 5.19 pre´sente la comparaison des fre´quences attendues (voir figure 5.8) et des
fre´quences observe´es pour chacun des vingt acides amine´s, sur l’ensemble des re´gions variables
des aptame`res.
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Fig. 5.19 – Comparaison des distributions the´oriques et observe´es des compositions en acides
amine´s des re´gions variables de l’ensemble des aptame`res obtenus (hors motifs CGP/GPC). Les barres
pleines correspondent aux fre´quences attendues, les barres hachure´es aux fre´quences observe´es.
15. National Eye Institute, NIH, Bethesda, MD, USA.
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L’observation de cette figure permet de noter une relativement bonne ade´quation entre les
distributions the´oriques et observe´es des acides amine´s, ce qui permet d’estimer que l’e´chan-
tillon issu de la banque que nous avons se´lectionne´ pour son interaction avec RasGAP-SH3 n’a
pas provoque´ d’enrichissement en tel ou tel acide amine´ particulier. En effet, en utilisant le
test statistique de Kolmogorov-Smirnov (Lilliefors, 1967), on ne peut conclure a` une diffe´rence
significative entre ces deux distributions (p=0.09>0.05, calculs re´alise´s en utilisant le logiciel
R, www.r-project.org, Ihaka & Gentleman, 1996). On peut cependant noter une relative mo-
dification des fre´quences de certains acides amine´s : Glycine, Valine, Arginine et Tryptophane
(augmentation de la fre´quence), Leucine, Asparagine (diminution). Les augmentations des fre´-
quences de re´sidus basiques et hydrophobes permettent de penser que ces types de re´sidus jouent
un roˆle important dans l’interaction avec le domaine SH3 de RasGAP.
Alignements de se´quence et motifs consensus
Nous avons e´galement re´alise´ de nombreux alignements de se´quence entre les diffe´rents ap-
tame`res. Les re´sultats les plus significatifs sont pre´sente´s sur la figure 5.20 (e´galement p. 132),
et de´finissent des groupes d’aptame`res partageant des motifs relativement conserve´s.
RG 17 WYIRGKWVTGGES......
RG 27 .....KWVVSHARLMYSF.
RG 26 .....ASTFPKPPRFYHV.
RG 20 .....QHLTRGSPEFYHV.
RG 21 .....RNPNGCMPRYYHR.
RG 29 .....RRLSRMCPSRYFT.
RG 02 ...SGRPLKVCSGMVRGWA
RG 23 .....RPAKSACPTHPHL.
.
5
.
10
.
15
RG 04 (partial) SGVSPWRSPRGERH
RG 28 EGACPWEVRRLRF.
RG 30 .GVAPWGTTTCRRF
.
20
.
25
.
30
Fig. 5.20 – Alignements les plus significatifs de se´quences de re´gions variables d’aptame`res. La
se´quence de l’aptame`re RG04 a e´te´ tronque´e. La se´quence comple`te de cet aptame`re est : CGP PVHCA
PTIRD AVQDA SGVSP WRSPR GERHF VFSMS FGPLS GVGFE RGCQL VVVG GPC.
Ainsi, nous avons mis en e´vidence deux motifs conserve´s, pre´sente´s ici en utilisant le forma-
lisme utilise´ par le logiciel ScanProsite 16 :
[KR]-x-[VLA]-x(4)-P-x(2)-Y
et
G-[VA]-x-P-W
A l’aide du logiciel ScanProsite 17, nous avons recherche´ dans les banques de se´quences des
prote´ines posse´dant l’un de ces motifs, mais sans succe`s.
Il est toutefois inte´ressant de noter qu’un grand nombre de ces aptame`res posse`dent au moins
une proline dans leur re´gion variable, et on trouve meˆme dans plusieurs aptame`res (RG 20, 21, 26
et 29) un motif P-x-x-Y. Plusieurs domaines SH3 non conventionnels posse´dant e´galement un
motif consensus comportant une proline et une tyrosine (tableau 3.2, p. 70), il serait inte´ressant
de poursuivre l’e´tude de ce motif, par exemple en synthe´tisant un grand nombre de peptides de
type x-P-x-x-Y-x, et d’e´tudier leur interaction avec RasGAP-SH3.
16. (Gattiker et al., 2002, Sigrist et al., 2002).
17. www.expasy.org/tools/scanprosite
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On peut e´galement remarquer que seul l’aptame`re RG 26 posse`de une re´gion riche en prolines
pre´sentant le motif P-x-x-P :
ASTFPKPPRFYHV
Cependant, e´tant donne´ qu’une seule re´gion variable pre´sente un tel motif riche en proline,
il est difficile de conclure sur la pertinence de ce motif.
5.3.4 Ve´rification de la spe´cificite´ de l’interaction
Apre`s obtention de l’ensemble de ces 23 aptame`res, pour lesquels, au fur et a` mesure de
leur identification nous avions de´ja` re´alise´ des tests de spe´cificite´ de routine (voir par exemple
la figure 5.15), nous avons rassemble´ tous ces aptame`res pour des e´tudes plus comple`tes de leur
spe´cificite´. Les re´sultats de cette e´valuation de la spe´cificite´ sont pre´sente´s sur la figure 5.21.
Dans ces e´tudes de spe´cificite´, nous avons utilise´ comme controˆles des appaˆts compose´s de
prote´ines posse´dant des domaines SH3 et implique´es dans la signalisation cellulaire : Grb2 et
Nck.
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Fig. 5.21 – Ve´rification de la spe´cificite´ de l’interaction des diffe´rents aptame`res obtenus vis
a` vis de diffe´rents appaˆts. RasGAP de´signe une construction comprenant l’ensemble de la prote´ine
RasGAP inse´re´e dans le vecteur pEG202. Seules les boˆıtes correspondant au milieu de culture SD U−/-
H−/W−/ X-Gal Galactose sont pre´sente´es ici. Les trois autres boˆıtes permettant de valider le phe´notype
double-hybride, non pre´sente´es, confirment les re´sultats vus sur cette figure.
Les conclusions que l’on peut tirer de la figure 5.21 sont les suivantes :
– les aptame`res RG 05, 07, 08, 14, 22 et 24 ne reconnaissent pas spe´cifiquement le do-
maine SH3 de RasGAP, puiqu’ils reconnaissent e´galement d’autres constructions « appaˆts»
controˆles,
– les aptame`res RG 04, 28 et 30 reconnaissent le domaine SH3 de RasGAP, y compris lorsque
son Tryptophane 43 (tre`s conserve´) est mute´ en Lysine, alors que les autres aptame`res ne
reconnaissent pas ce mutant. Cela semble signifier que l’on soit en pre´sence d’au moins
deux classes d’aptame`res : ceux dont le site d’interaction avec RasGAP-SH3 comprend ce
W43, et ceux qui ne le comportent pas 18,
– la construction pre´sentant l’ensemble de la prote´ine RasGAP comme appaˆt n’est reconnue
par aucun des aptame`res caracte´rise´s.
Cette dernie`re remarque est a` conside´rer dans le cadre de la re´gulation de l’accessibilite´ du
domaine SH3 de RasGAP (dont des mode`les ont e´te´ pre´sente´s p. 79). Dans le cadre de cette
18. L’approfondissement de ce type d’e´tude est pre´cise´ment l’objet de la section 5.5.
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re´gulation, il serait tout a` fait logique que l’interaction de ligands quelconques du domaine SH3
soit impossible en l’absence de « l’activation » de RasGAP par Ras-GTP ou une forme oncoge`ne
de Ras.
5.4 E´tude de l’importance de la plate-forme dans l’interaction
Le fondement meˆme du crible que nous avons utilise´ a pour but de se´lectionner des aptame`res
dont la re´gion variable est responsable de leur interaction avec le domaine SH3 de RasGAP. Le
choix de la Thiore´doxine bacte´rienne TrxC comme plate-forme de pre´sentation avait e´te´ fait en
raison de son inte´ressante solubilite´, mais surtout en raison de la contrainte structurale impose´e
par cette plate-forme sur la re´gion variable inse´re´e au sein d’une de ses boucles. Cette contrainte
se traduit par une grande proximite´ des extre´mite´s de la re´gion variable. De`s lors, on peut ima-
giner que la transposition de ces re´gions variables dans n’importe quelle autre plate-forme re-
produisant cette contrainte conformationnelle devrait permettre de conserver l’interaction entre
la re´gion variable contrainte et le domaine SH3 de RasGAP.
En particulier, le transfert des re´gions variables dans l’homologue humain de la Thiore´doxine,
TrxH, devrait permettre le maintien de cette interaction.
Nous avons donc construit un vecteur similaire aux vecteurs pJM-1 (banque de 1re ge´ne´ra-
tion) et pWP2-C (banque de 2e ge´ne´ration), exprimant la Thiore´doxine humaine, et inse´re´ par
recombinaison homologue les re´gions variables de diffe´rents aptame`res obtenus 19 20.
Nous avons notamment obtenu un signal positif d’interaction en double hybride tre`s fort
avec l’aptame`re humanise´ a` partir de RG 27.
5.5 E´tude des aptame`res obtenus par mutage´ne`se dirige´e du
domaine SH3 21
5.5.1 Sites de mutage´ne`se retenus
Dans l’attente de l’obtention d’informations structurales (par RMN notamment) sur les dif-
fe´rents aptame`res obtenus et de leur interaction avec le domaine SH3 de RasGAP, nous avons
cherche´ a` identifier les sites de fixation de ces aptame`res par mutage´ne`se dirige´e du domaine
SH3. La se´lection des mutations a` re´aliser a e´te´ faite 22 en s’appuyant largement sur la structure
de ce domaine, obtenue par Yang et al. (1994). Ces mutations ont porte´ principalement sur des
19. Nous avons appele´ ce transfert de re´gion variable « humanisation d’aptame`re ».
20. En plus de l’inte´reˆt en termes de « preuve de concept » de cette humanisation, le transfert de ces re´gions
variables dans une plate-forme d’origine humaine apporte e´galement des be´ne´fices en terme de de´veloppement
e´ventuel ulte´rieur. Notamment, on peut citer deux avantages a` l’utilisation a` vise´e the´rapeutique de prote´ines
d’origine humaine, par rapport a` l’utilisation de prote´ines issus d’organismes diffe´rents. Tout d’abord, une e´ven-
tuelle toxicite´ inter-espe`ce peut de´couler de l’administration de prote´ines : l’origine de cette toxicite´ peut eˆtre
tre`s diverse, mais l’apparition de nouvelles interactions entre prote´ines peut entraˆıner des dysfonctionnements
cellulaires. E´galement, la minimisation du caracte`re « non-soi » (au sens immunitaire) doit eˆtre recherche´e dans
le cadre de la conception de mole´cules peptidiques a` vise´e the´rapeutique. Le de´veloppement re´cent d’anticorps
monoclonaux the´rapeutiques a de´ja` conduit a` la constatation qu’il e´tait ne´cessaire, pour donner a` ces produits
de bonnes qualite´s de se´curite´ et de tole´rance, que la majorite´ de leur se´quence prote´ique soit d’origine humaine
(voir par exemple Carter et al., 1992).
21. Cette technique est appele´e AptaPrint➋.
22. Cette e´tude a e´te´ notamment re´alise´e par l’e´quipe de biologie mole´culaire d’Aptanomics et par M. Schapira.
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acides amine´s susceptibles de former des interactions fortes avec les ligands du domaine SH3 de
RasGAP : re´sidus acide glutamique et aspartique, Arginine, histidine.
La figure 5.22 pre´sente les localisations de ces mutations. Sur cette figure, on perc¸oit net-
tement que ces mutations devraient permettre d’obtenir une analyse relativement exhaustive
des sites d’interaction. L’objectif de ces expe´riences de mutage´ne`se est double : obtenir une pre-
mie`re empreinte par biologie mole´culaire des aptame`res peptidiques, qui permet de pre´figurer les
informations obtenues par des me´thodes plus structurales (RMN notamment), et e´galement de
permettre une classification des aptame`res en les regroupant par clusters d’aptame`res partageant
les meˆmes sites d’interaction. Cette classification, si elle recoupe les alignements de se´quences
re´alise´s (cf. p. 5.3.3), renforce les informations (notamment motifs consensus...) issues de ces
alignements.
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R9A W43K E64A E69A E73A
↓ ↓ ↓ ↓ ↓
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Fig. 5.22 – Positions des acides amine´s mute´s dans l’e´tude par mutage´ne`se dirige´e des profils
d’interaction des diffe´rents aptame`res obtenus. Les couleurs utilise´es sur les repre´sentations de gauche
n’ont pas de signification pre´cise, et permettent seulement de retrouver les acides amine´s concerne´s sur
les figures du haut et du bas.
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5.5.2 Matrices d’interaction
La figure 5.23 pre´sente les matrices d’interaction obtenues avec les diffe´rents aptame`res pre´-
sente´s pre´ce´demment, ainsi que les diffe´rents mutants ponctuels du domaine SH3 de RasGAP.
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Fig. 5.23 – Analyse par mutage´ne`se ponctuelle du domaine SH3 de RasGAP des sites de re-
connaissance des diffe´rents aptame`res obtenus. Plasmide rapporteur utilise´ : pSH18-34. Matrices
obtenues apre`s 48h de croissance des levures sur milieu SD Ura-, Trp-, His-, Galactose 2%, X-Gal. La
construction appaˆt SH232 correspond a` l’expression du domaine SH3 de RasGAP entoure´ de ses deux
domaines SH2. Les constructions proies A1 et A2 correspondent aux vecteurs pJG4-5 hs Aurora A et
pJG4-5 hs Aurora B. La nume´rotation des acides amine´s du domaine SH3 de RasGAP est utilise´e ici.
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Cette figure s’interpre`te de la fac¸on suivante. Prenons l’exemple de l’aptame`re RG 27, d’apre`s
la matrice d’interaction, il n’interagit pas (absence de coloration bleue) avec les constructions
exprimant les mutants SH3D21A/D23A, SH3L39A et SH3W43K. Ceci signifie donc que le site d’in-
teraction de cet aptame`re comprend les acides amine´s D21, D23, L39 et W43.
Pour re´aliser une interpre´tation plus globale des re´sultats de ces matrices (figure 5.23), ce
qui est complexe, nous avons quantifie´ la re´ponse obtenue (par une simple mesure de l’intensite´
de bleu sur ces matrices) et proce´de´ a` des regroupements de profils d’interactions similaires.
La figure 5.24 pre´sente les re´sultats de ces regroupements. Nous avons ainsi pu de´terminer sept
clusters (groupes) d’aptame`res posse´dant chacun des profils d’interactions spe´cifiques.
RG C 10 18 17 27 26 20 21 29 2 23 3 6 25 9 1 15 11 19 4 28 30
Ø - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
SH232 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
SH3 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Mut.
8 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
9 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
64 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
59 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
21-23 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
39 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
43 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Clusters 1 2 3 4 5 6 7
β-gal signal
– - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - +
Fig. 5.24 – Analyse des profils d’interaction des aptame`res se´lectionne´s contre le domaine SH3 de
RasGAP par mutage´ne`se dirige´e. La matrice d’interaction pre´sente´e sur la figure 5.23 a e´te´ analyse´e a`
l’aide d’un logiciel d’analyse d’image et les aptame`res partageant des profils d’interaction semblables ont
e´te´ rassemble´s. Sept clusters ont donc ainsi pu eˆtre de´finis, en recoupant e´galement les informations issues
d’alignements multiples des se´quences des re´gions variables de ces aptame`res. Pour les cluster 2 et 7, pour
lesquels les similarite´s de se´quences sont les plus fortes, les arbres phyloge´ne´tiques obtenus a` l’aide du
logiciel MEGA (Kumar et al., 2004) sont pre´sente´s. Les alignements de se´quence ont e´te´ re´alise´s a` l’aide
de l’algorithme CLUSTAL (Higgins et al., 1996).
Concernant les clusters 2 et 7, nous avons meˆme pu e´tablir une relation « se´quence/profil
d’interaction ». En effet, au sein de ces deux groupes d’aptame`res, les similarite´s de se´quences
sont relativement importantes, comme en te´moignent les alignements des se´quences de ces ap-
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tame`res pre´sente´s sur la figure 5.25.
RG 17 WYIRGKWVTGGES......
RG 27 .....KWVVSHARLMYSF.
RG 26 .....ASTFPKPPRFYHV.
RG 20 .....QHLTRGSPEFYHV.
RG 21 .....RNPNGCMPRYYHR.
RG 29 .....RRLSRMCPSRYFT.
RG 02 ...SGRPLKVCSGMVRGWA
RG 23 .....RPAKSACPTHPHL.
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Fig. 5.25 – Clusters 2 et 7. La se´quence de l’aptame`re RG04 a e´te´ tronque´e. La se´quence comple`te
de cet aptame`re est : CGP PVHCA PTIRD AVQDA SGVSP WRSPR GERHF VFSMS FGPLS GVGFE RGCQL VVVG
GPC.
Nous avons de´ja` discute´ (p. 125) des alignements de se´quences et des motifs
consensus que l’on peut tirer de cette figure.
Nous avons comple´te´ les re´sultats de cette e´tude par mutage´ne`se par une e´tude structurale,
portant sur l’un des aptame`res du cluster no 2, l’aptame`re RG 27. Cette e´tude structurale est
l’objet du chapitre 9. La comparaison des re´sultats obtenus par mutage´ne`se et par RMN y sera
notamment de´taille´e et discute´e.
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Chapitre 6
Validation de notre approche et de la
cible RasGAP-SH3 a` l’aide des
aptame`res
Nous pre´sentons dans ce chapitre les expe´riences que nous avons re´alise´es pour valider les
hypothe`ses suivantes :
– les aptame`res que nous avons obtenus interagissent spe´cifiquement avec le domaine SH3
de RasGAP,
– ce domaine SH3 est une cible pertinente dans le domaine de la conception de mole´cules
anti-tumorales,
– l’utilisation de ces aptame`res est une approche valable dans le but de concevoir des mole´-
cules ciblant ce domaine SH3.
Les re´sultats pre´sente´s dans le chapitre 5 nous permettent d’affirmer que les diffe´rents ap-
tame`res obtenus posse`dent, tout du moins en double-hybride, de bonnes qualite´s de liaison au
domaine SH3 de RasGAP, contre lequel ils ont e´te´ se´lectionne´s : spe´cificite´, diversite´.
La traduction sous forme expe´rimentale des validations des hypothe`ses expose´es ci-dessus
est la suivante :
– reproduire in vitro les interactions entre RasGAP-SH3 et les aptame`res de´montre´es par
double-hybride dans le chapitre 5,
– e´tudier le phe´notype lie´ a` l’expression d’aptame`res dans des cellules tumorales et non
tumorales.
Une grande partie de ces travaux a e´te´ re´alise´e par les e´quipes « biochimie » et
« biocell » d’Aptanomics.
6.1 Validation in vitro des interactions RasGAP-SH3/aptame`res
Afin de confirmer les interactions identifie´es par double-hybride, nous avons proce´de´ a` deux
types d’expe´riences :
– pull-down 1sur prote´ines purifie´es,
– pull-down de RasGAP endoge`ne.
1. Les expe´riences de pull-down permettent d’observer la formation d’un complexe A/B par la co-pre´cipitation
d’une prote´ine B avec une prote´ine A retenue sur un support solide. La re´tention de la prote´ine A sur colonne
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6.1.1 Expression et purification
La premie`re e´tape consiste a` exprimer et purifier les aptame`res obtenus par double-hybride.
Ces aptame`res sont uniquement compose´s de leur plate-forme de pre´sentation TrxA ou TrxC,
contenant les re´gions variables. Tous les autres e´le´ments constituant les prote´ines utilise´es en
proie dans le syste`me double-hybride (domaine d’activation de la transcription B42, NLS. . . )
sont exclus de ces constructions.
Les diffe´rents aptame`res ont e´te´ sous-clone´s dans le vecteur pGEX 4T-1 (Amersham Phar-
macia) pour une expression sous forme de prote´ine de fusion GST, ou dans le vecteur pET-15b
pour une expression sous forme de prote´ine tagge´e [His]6. Ces deux vecteurs sont pre´sente´s sur
la figure 6.1.
pGEX 4T-1
4969 bp
GST
ampR
lac repressor
ori
-10 signal
-35 signal
BamHI (931)
EcoRI (940)
Pst I (1923)
SmaI (947)
XmaI (945)
SalI (950)
XhoI (955)
Not I (961)
AvaI (945)
AvaI (955)
ApaLI (19)
ApaLI (1493)
ApaLI (2739)
ApaLI (3649)
(a) pour l’expression GST
pET-15b
5708 bp
lac I
bla (Ap) sequence
lac operator
T7 promoter
His tag
thrombin
ColE1 pBR322 origin
T7 terminator
Bam HI (320)
Eco RI (5707) Xho I (325)
(b) pour l’expression His-6
Fig. 6.1 – Vecteurs d’expression bacte´rienne
Nous avons tout d’abord exprime´ les diffe´rents aptame`res en fusion GST (figure 6.2). Nous
les avons ensuite purifie´s par chromatographie d’affinite´ sur billes de se´pharose couple´es au
glutathion.
Parmi ces aptame`res, nous avons pu identifier des diffe´rences de rendement de purification
et de solubilite´. Ainsi, les aptame`res RG 09, 26 et 27 sontplus difficilement solubles. Cepen-
dant, l’e´tape de purification sur colonne se´pharose-Ni-NTA a permis d’obtenir pour chacun des
aptame`res une quantite´ suffisante de prote´ine pure pour les diffe´rentes expe´riences re´alise´es ul-
te´rieurement.
peut eˆtre re´alise´e de diffe´rentes manie`res : a` l’aide d’un anticorps dirige´ contre [une partie de] cette prote´ine
(co-immunopre´cipitation), a` l’aide de la formation d’un complexe entre un domaine de la prote´ine A et un ligand
de ce domaine greffe´ sur support solide (par exemple : interaction GST / glutathion-Se´pharose, il s’agit alors d’une
expe´rience de GST-pull-down).
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Fig. 6.2 – Production d’aptame`res en fusion avec la GST, dans E. coli BL21 (DE3), apre`s
induction IPTG. NI : bacte´ries non induites par l’IPTG.
6.1.2 Expe´riences de pull-down
Pull-down sur prote´ines purifie´es
Cette expe´rience consiste a` verifier l’interaction entre le domaine SH3 de RasGAP exprime´ en
bacte´ries et purifie´, et les aptame`res (e´galement purifie´s). Les aptame`res-GST sont immobilise´s
sur colonne glutathion-se´pharose. Le domaine RasGAP-SH3 purifie´ est incube´ sur cette colonne,
qui est ensuite lave´e intensivement. Les prote´ines retenues sur la colonne sont analyse´es par
SDS-PAGE, transfe´re´es sur membrane et re´ve´le´es par immuno-chimie, en utilisant l’anticorps
mAb200 dirige´ contre le domaine SH3 de RasGAP.
Les principaux re´sultats de cette expe´rience sont porte´s sur la figure 6.3. Les aptame`res qui
interagissent le plus fortement avec RasGAP-SH3 purifie´ sont : RG 09, 20, 21, 27 et 30.
(a) aptame`res RG 01, 09, 11
(b) aptame`res RG 17, 20, 21, 26, 27, 28, 29, 30
Fig. 6.3 – Pull-down de SH3 purifie´ par des aptame`res fusionne´s a` GST, immobilise´s sur co-
lonne glutathion-se´pharose. Le domaine SH3 est re´ve´le´ par Western blot en utilisant l’anticorps
mAb200. C : utilisation de l’aptame`re pep11-GST (non dirige´ contre RasGAP), SH3 : de´poˆt de
quelques µg de RasGAP-SH3 purifie´.
Pull-down sur lysat cellulaire (cellules HeLa)
L’objectif de cette expe´rience est de comple´ter l’expe´rience pre´ce´dente, en utilisant les pro-
te´ines d’un lysat de cellules HeLa en lieu et place du domaine RasGAP-SH3 purifie´.
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500µg de prote´ines de la fraction soluble (contenant RasGAP) d’un lysat de cellules HeLa sont
incube´es sur des billes glutathion-se´pharose, pre´alablement charge´es avec les diffe´rents aptame`res
purifie´s. Apre`s incubation et lavage, les prote´ines retenues sont analyse´es par SDS-PAGE et
Western-blot en utilisant l’anticorps mAb200 dirige´ contre RasGAP-SH3.
La figure 6.4 pre´sente les re´sultats de quelques unes des expe´riences re´alise´es. Les aptame`res
RG 09 et 21 semblent donc interagir avec la prote´ine RasGAP exprime´e de fac¸on endoge`ne dans
les cellules HeLa. Cette expe´rience a e´te´ reproduite avec d’autres aptame`res, et le meˆme re´sultat
a notamment e´te´ obtenu avec les aptame`res RG 20, 27 et 30 2.
Ce re´sultat peut sembler en contradiction avec les expe´riences d’interaction en double-hybride
(cf p. 126), qui n’avaient pas permis la mise en e´vidence d’interactions aptame`res / prote´ine
entie`re RasGAP. Cependant, l’e´tat d’activation de RasGAP endoge`ne au sein des cellules HeLa
est certainement tre`s diffe´rent de celui de la prote´ine appaˆt constitue´e de la fusion RasGAP/LexA,
exprime´e en levure, ce qui peut certainement expliquer cette contradiction.
Fig. 6.4 – Pull-down de RasGAP issu d’un lysat de cellules HeLa par pre´cipitation a` l’aide de
colonnes glutathion-se´pharose pre´charge´es avec diffe´rents aptame`res fusionne´s a` GST. La prote´ine RasGAP
est de´tecte´e par l’anticorps mAb200. LT : de´poˆt de 50µg de prote´ines de lysat total de cellules HeLa, C :
utilisation de l’aptame`re pep11-GST (non dirige´ contre RasGAP).
En revanche, certains aptame`res (notamment RG 01) ne semblent pas interagir avec une
suffisamment grande affinite´ avec RasGAP pour permettre l’obtention d’un signal positif dans ce
test.
Conclusion
Nous avons donc montre´ que certains des aptame`res que nous avons identifie´s par double-
hybride posse`dent bien la capacite´ d’interagir avec le domaine SH3 de RasGAP dans d’autres
syste`mes de visualisation d’interactions.
6.2 Validation sur cultures cellulaires
L’objectif de ces expe´riences est de de´montrer que certains des aptame`res que nous avons
obtenus, dirige´s contre le domaine SH3 de RasGAP, posse`dent la capacite´ a` induire des phe´no-
types anti-prolife´ratifs et anti-tumoraux dans diffe´rents mode`les cellulaires, semblables a` ceux
obtenus par la micro-injection de l’anticorps mAb200, e´galement dirige´ contre RasGAP-SH3.
6.2.1 Test de viabilite´ cellulaire
La premie`re e´tape de la validation de l’activite´ des aptame`res dirige´s contre le domaine SH3
de RasGAP passe par une e´valuation de leur capacite´ a` induire une cytotoxicite´ dans des ligne´es
cellulaires tumorales.
Les diffe´rents kits de mesure de la viabilite´ cellulaire sur le marche´ permettent de mesurer
tre`s facilement un parame`tre proportionnel au nombre de cellules vivantes dans un puits de
2. Re´sultat non pre´sente´ ici.
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plaque de culture cellulaire. L’e´quipe de biologie cellulaire d’Aptanomics a utilise´ en paralle`le
deux kits : CellTiter Blue➋ 3 et ViaLight➋ 4.
Le test CellTiter Blue repose sur le principe relativement diffe´rent de re´duction par diffe´rentes
enzymes cellulaires de la resazurin en resorufin (figure 6.5), ce qui induit une modification de la
fluorescence des noyaux aromatiques et du spectre d’absorption. La resazurin (e´galement appele´e
Alamar Blue) est une petite mole´cule capable d’entrer dans les cellules vivantes. De ce fait ce test
peut eˆtre re´alise´ sans lyser les cellules. La capacite´ a` re´duire la resazurin est, d’apre`s O’Brien
et al. (2000), une caracte´ristique des cellules vivantes, et constitue donc le fondement de ce
test. Expe´rimentalement, le test consiste a` ajouter aux cultures cellulaires en microplaques une
solution de resazurin, a` laisser agir quelques dizaines de minutes et enfin a` mesurer l’absorbance
ou la fluorescence aux longueurs d’onde spe´cifiques des deux formes oxyde´es et re´duites.
N
O O
O
O
N
O O
O
enzymatic reduction
Fig. 6.5 – Re´duction de la resazurin en resorufin, principe du test CellTiter Blue.
Le test ViaLight consiste en deux e´tapes : lyse des cellules, et suivie imme´diatement de la
quantification de l’ATP pre´sent dans le lysat cellulaire. L’ATP e´tant un nucle´otide indispensable
a` la survie cellulaire, et implique´ dans de nombreuses voies me´taboliques, sa concentration dans
le lysat cellulaire est un bon estimateur du nombre de cellules vivantes et de la viabilite´ de ces
cellules. La mesure de cette concentration d’ATP se fait en utilisant une solution contenant une
enzyme recombinante purifie´e, la Luciferase, dont l’activite´ en pre´sence d’ATP consiste en la
production d’un rayonnement lumineux. La mesure de l’intensite´ lumineuse a` l’aide d’un lecteur
de plaque e´quipe´ d’un photomultiplicateur permet donc d’avoir acce`s a` une e´valuation de la
viabilite´ cellulaire (Dexter et al., 2003, Crouch et al., 1993).
Squatrito et al. (1995) ont de´montre´ que ces deux tests donnaient des re´sultats tre`s souvent
concordants, meˆme si les tests base´s sur la mesure bioluminescente de l’ATP devaient eˆtre
pre´fe´re´s.
Ces deux tests, utilise´s en paralle`le, ont donne´ des re´sultats tout a` fait comparables, montrant
la diminution du nombre de cellules apre`s expression de plusieurs aptame`res se´lectionne´s pour
leur interaction avec RasGAP-SH3. Les re´sultats d’une partie des expe´riences re´alise´es sont
pre´sente´s sur la figure 6.6, qui montre bien une diminution importante de la viabilite´ de cellules
HeLa exprimant certains aptame`res dirige´s contre RasGAP-SH3, par rapport a` des cellules HeLa
exprimant un aptame`re controˆle.
3. Promega Corp., Madison, WI, USA
4. Cambrex Corp., Rockland, ME, USA
CONFIDENTIEL
III
140 Validation sur cultures cellulaires
10M RG1 RG4 RG9 RG10 RG11
C
el
l 
V
ia
b
il
it
y
 (
A
U
.)
0
1e+6
2e+6
3e+6
4e+6
*
*
*
*
**
Fig. 6.6 – Re´sultats du test de viabilite´ cellulaire. Les re´sultats pre´sente´s sur cette figure ont e´te´
obtenus a` l’aide du test ViaLight, 24h apre`s transfection, sur des cellules HeLa transfecte´es par diffe´rents
aptame`res (expe´riences re´alise´es en plaque de culture cellulaire 96 puits ; au moment de la transfection,
les cellules HeLa e´taient a` 50-70% de la confluence). L’aptame`re 10M n’est pas dirige´ contre RasGAP-SH3
et est utilise´ comme controˆle. Les viabilite´s mesure´es pour cellules transfecte´es par les aptame`res RG 01,
RG 04, RG 09, RG 10 et RG 11 sont significativement diffe´rentes du controˆle 10M (* : p < 0.001, ** :
p < 0.05, Student’s test).
Ce premier re´sultat montrant la capacite´ des aptame`res lorsqu’ils sont exprime´s dans des
cellules tumorales, a` induire une diminution de la prolife´ration et de la viabilite´ cellulaire nous
a naturellement encourage´s a` conduire des tests plus adapte´s pour la de´monstration de leur
activite´ anti-tumorale.
6.2.2 Evaluation de la capacite´ a` former des colonies
La capacite´ de cellules a` former des colonies au sein d’un substrat solide est une caracte´-
ristique des cellules tumorales que ne posse`dent pas les cellules normales. Diffe´rents tests sont
utilise´s pour e´valuer l’activite´ de compose´s anti-tumoraux sur cette proprie´te´, l’un des plus
re´pandus et fiables e´tant certainement le test de clonage en agar mou (Agre & Williams, 1983).
Cependant, pour des raisons e´videntes de simplicite´, nous avons choisi un autre test sen-
siblement e´quivalent. Ce test 5 consiste a` observer, apre`s une quinzaine de jours de croissance
cellulaire et d’expression continue des diffe´rents transge`nes, le nombre de colonies forme´es au
fond d’une boˆıte de culture standard a` 6 puits. Les cellules sont ensemence´es a` J−1 en tre`s faible
nombre, et transfecte´es le lendemain (J0) par un vecteur exprimant l’aptame`re peptidique a`
tester. Une se´lection a` l’aide de l’antibiotique Hygromycine B permet le maintien du plasmide
(portant le ge`ne de re´sistance hph 6) dans les cellules et donc l’expression de l’aptame`re.
Nous avons re´alise´ ces expe´riences en utilisant plusieurs ligne´es cellulaires tumorales : HeLa
(figure 6.7(a)), HCT116 7, MDA-MB-231 8 (figure 6.7(b)). Les ligne´es HCT116 et MDA-MB-
231, bien caracte´rise´es, surexpriment respectivement les prote´ines EGF et RasG13C, et leur voie
5. Ce test, appele´ Colony-Forming Chemosensitivity Assay ou test de capacite´ a` former des colonies (Bradley
et al., 1984, Salmon et al., 1978), a e´te´ de´crit comme permettant d’obtenir in vitro une e´valuation relativement
fiable de l’activite´ anti-tumorale d’un compose´ avec une bonne corre´lation aux re´ponses obtenues sur patients
atteints de tumeurs similaires.
6. HPT, le produit du ge`ne hph d’E. coli est une kinase inactivant l’Hygromycine B par phosphorylation.
7. Re´sultats non pre´sente´s ici.
8. Voir p. 17 pour des informations sur ces ligne´es cellulaires.
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de signalisation Ras sont donc suractive´es, ce qui rend leur utilisation pertinente dans le cadre
de notre projet : la conception d’inhibiteurs de cette voie de signalisation.
Nous avons e´galement re´alise´ ces tests sur plusieurs types cellulaires non tumoraux, et obtenu
des re´sultats comparables a` ceux obtenus par Leblanc et al. (1999) sur des ligne´es similaires, en
micro-injectant l’anticorps mAb200 dirige´ contre RasGAP-SH3 : les diffe´rents aptame`res teste´s
n’entraˆınent pas de diminution de la capacite´ de ces cellules a` former des colonies 9.
La figure 6.7 pre´sente les re´sultats de ces expe´riences, et de´montre que les aptame`res RG 01,
09 et 11, lorsqu’ils sont exprime´s dans les cellules MDA-MB-231 10, provoquent une diminution
de leur capacite´ a` former des colonies. Sur cellules HeLa, ce meˆme re´sultat a pu eˆtre obtenu avec
ces meˆmes aptame`res RG 01 et 09, et e´galement pour l’aptame`re RG 11 11.
Nous avons exprime´ dans ces cellules le domaine SH3 de RasGAP (figure 6.7(b), puits note´
« SH3 ») et obtenu une importante diminution de la capacite´ a` former des colonies, ce qui est
tout a` fait en accord avec des re´sultats de´ja` de´crits (Clark et al., 1993).
9. Re´sultats non pre´sente´s ici.
10. MDA-MB-231 : cellules de cancer du sein (Cailleau et al., 1974).
11. Re´sultat non pre´sente´ ici.
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(a) Cellules HeLa
(b) Cellules MDA-MB-231. NT : non transfecte´, C5 : aptame`re non dirige´ contre RasGAP-
SH3, SH3 : expression du domaine SH3 seul.
Fig. 6.7 – E´valuation de la capacite´ a` former des colonies de cellules transfecte´es par des vecteurs
exprimant diffe´rents aptame`res (cellules HeLa et MDA-MB-231).
Nous avons e´galement obtenu une re´duction de la capacite´ de cellules tumorales a` former des
colonies avec la transfection de vecteurs exprimant les aptame`res RG 21, 27 et 30 12.
A titre de controˆle, nous avons exprime´ ces aptame`res dans des cellules non tumorales et
n’avons pas pu mettre en e´vidence de diminution de la capacite´ de ces cellules a` former des
colonies.
6.2.3 Test double-hybride en cellules de mammife`res
Les expe´riences pre´sente´es ci-dessus de´montrent que l’expression de certains aptame`res pepti-
diques dirige´s contre le domaine SH3 de RasGAP dans des ligne´es tumorales induit une re´ponse
semblable a` celle de mole´cules anti-cance´reuses. En revanche, nous n’avons pas formellement
de´montre´ que cette re´ponse est bien due a` l’interaction dans ces cellules entre ces aptame`res
et la prote´ine RasGAP. Sans entrer dans une de´monstration parfaite et une e´tude comple`te des
me´canismes mole´culaires mis en jeu dans cette re´ponse, nous avons utilise´ la technique du double-
12. Re´sultat non pre´sente´ ici.
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hybride adapte´e aux cellules humaines pour de´montrer que l’interaction entre ces aptame`res et
le domaine SH3 de RasGAP e´tait possible dans un contexte cellulaire diffe´rent des levures et des
expe´riences in vitro pre´sente´es au de´but de ce chapitre.
Le syste`me CheckMate 13 (test de type double-hybride en cellules de mammife`re) a e´te´ utilise´
pour tester l’interaction entre les diffe´rents aptame`res identifie´s. Ce test consiste a` transfecter
une ligne´e cellulaire avec trois plasmides : pBIND, pACT et pG5luc (cf. figure 6.8 Promega,
2000). Au sein du plasmide pBIND, les diffe´rents appaˆts a` tester sont sous-clone´s en fusion avec
le domaine de liaison a` l’ADN de GAL4. Le vecteur pACT sert a` l’expression des diffe´rentes
proies, en fusion avec le domaine d’activation de la transcription de VP16 (prote´ine de Herpes
simplex virus-1, Cress & Triezenberg, 1991). Enfin, le vecteur pG5luc contient le ge`ne codant
pour la Luciferase de la luciole Photinus pyralis (note´e ici LucFirefly, de Wet et al., 1987), sous
controˆle de cinq se´quences de liaison de la prote´ine GAL4 (motif GAGTACTGTCCTCC, Liang et al.,
1996b). Le sche´ma 6.8(a) pre´sente le principe de fonctionnement de ce syste`me, finalement tre`s
proche du double-hybride en levure de´crit au chapitre 5.
Trois jours apre`s transfection des vecteurs dans une ligne´e cellulaire, les cellules sont lyse´es, et
la pre´sence de LucFirefly est mesure´e en ajoutant la Luciferin, substrat oxyde´ par cette prote´ine.
Les re´actions suivantes ont alors lieu (de Wet et al., 1987), et permettent la mesure d’une
luminescence de´pendant de l’interaction appaˆt/proie teste´e :
LucFirefly + Luciferin + ATP
Mg2+
❊●●●●●●●●●● ❈ LucFirefly · Luciferyl-AMP + PPi
LucFirefly · Luciferyl-AMP + O2 ●●●❆LucFirefly + Oxyluciferin + AMP + CO2 + hν
Afin de normaliser les re´sultats obtenus (qui de´pendent des niveaux de transfection, du
nombre de cellules, de l’e´ventuelle toxicite´ des prote´ines exprime´es. . . ), le vecteur pBIND porte
le ge`ne codant pour la Luciferase de Renilla reniformis (LucRen), qui permet de mesurer la lu-
minescence inde´pendamment de la mesure de la LucFirefly de luciole (Lorenz et al., 1991). Cette
seconde mesure inde´pendante est possible graˆce a` la diffe´rence de spe´cificite´ des deux prote´ines
LucFirefly et LucRen. Le substrat de cette seconde enzyme est la coelanterazine, mole´cule tre`s
diffe´rente du substrat de LucFirefly. Sur le plan pratique, il s’agit donc de mesurer se´quentielle-
ment les luminescences des deux enzymes en ajoutant successivement les deux substrats. Cette
double mesure permet donc de re´aliser une normalisation, en utilisant un vecteur d’expression
constitutive de LucRen.
13. CheckMate➋, Promega, Madison, WI, USA
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G AL4 G AL4 G AL4 G AL4 G AL4
G AL4
X Y
VP16
Firefly Luc iferase
pG5luc
Vector
TATA
TATA
TATA
VP16
G AL4
Luciferase
Expression
+
+
+++++
(a)
pBIND
6360 bp
GAL4 fusion protein
Renilla luciferase
AmpR
CMV enhancer
chimeric intron
hGH intron
T3 promoter
SV40 PolyA signal
PolyA signal
CMV promoter
SV40 promoter
T7 promoter
f1 rep. ori.
BamHI (1571)
Acc 65I (1615)
Acc I (1578)
EcoRV (1595)
Kpn I (1619)
MluI (1586)
NotI (1607)
Sal I (1577)
XbaI (1600)
(b) pBIND, vecteur d’expression de
l’appaˆt, fusionne´ avec GAL4. Ce vec-
teur exprime e´galement LucRen, pour
controˆle du niveau de transfection et
normalisation des mesures.
pACT
5566 bp
GAL4 1-11
neo
AmpR
VP16 activating domain
CMV enhancer
Chimeric Intron
SV40 NLS
SV40 PolyA signal
PolyA signal
CMV promoter
T7 promoter
T3 promoter
SV40 promoter
f1 rep. ori.
BamHI (1334)
Acc 65I (1378)
Acc I (1341)
EcoRV (1358)
Kpn I (1382)
MluI (1349)
NotI (1370)
Sal I (1340)
XbaI (1363)
(c) pACT, vecteur d’expression de la
proie, fusionne´e au domaine d’acti-
vation de la transcription de VP16.
pG5luc
4955 bp
Luciferase
AmpR
SV40 PolyA signal
Upstream PolyA signal
Adenovirus promoter
Five GAL4 binding sites
f1 rep. ori.
(d) pG5luc, vecteur d’expression de
LucFirefly, sous controˆle de cinq sites
de fixation de GAL4.
Fig. 6.8 – Principe du syste`me et vecteurs pour le double hybride en cellules de mammife`re
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Fig. 6.9 – Re´sultats du test d’interaction double-hybride en cellules de mammife`res. Le signal
obtenu lors de l’interaction SH3/RG 09 et SH3/RG 27 est statistiquement diffe´rent du signal obtenu
avec le plasmide pACT vide (p < 0, 001 dans les deux cas, en utilisant le test de Student).
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La figure 6.9 pre´sente les re´sultats obtenus par ce test double-hybride en cellules humaines.
Il a ainsi e´te´ de´montre´ que dans un milieu intracellulaire « humain » l’interaction entre les ap-
tame`res RG 09 et RG 27 et le domaine SH3 de RasGAP est maintenue. Concernant les autres
aptame`res, on peut supposer que des proble`mes d’expression ou de repliement post-traductionnel
les empeˆchent d’avoir une interaction suffisamment forte avec RasGAP-SH3 pour que leur in-
teraction soit visible dans ce syste`me. Cependant, certains aptame`res ne donnant pas un signal
positif dans ce test posse`dent tout de meˆme une activite´ anti-prolife´rative et/ou anti-tumorale.
Ceci peut eˆtre explique´ tre`s probablement par la sensibilite´ relativement faible de ce syste`me
double-hybride en cellules humaines.
6.3 Se´lection des aptame`res pour e´tude ulte´rieure
Le tableau 6.1 re´capitule les re´sultats de toutes les expe´riences de validation des aptame`res
que nous avons obtenus. Ces diffe´rentes expe´riences s’apparentent donc a` un filtre, permettant
de se´lectionner, parmi les aptame`res identifie´s sur de simples informations de double-hybride,
ceux posse´dant les meilleures affinite´s et activite´s cellulaires. Les e´tapes suivantes (synthe`se
peptidique, e´tude structurale, mode´lisation mole´culaire, drug design, criblage a` haut de´bit, cf. p.
95) ne pouvant eˆtre re´alise´es que sur un faible nombre d’aptame`res diffe´rents, la mise au point et
l’utilisation d’un tel ensemble d’outils de validation des aptame`res reveˆt une importance toute
particulie`re.
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Bq. #
2-H l. Pull-down
CFCA Viabilite´ 2-H m. Score final
TrxA/R TrxH SH3 pur. HeLa
1
re
g
e´n
e´r
a
ti
o
n
(T
rx
A
,
1
6
m
er
s) RG 01 ✦ ✦ ✦ ✦ ✽✽✽✾✾
RG 02 ✦ ✾✾✾✾✾
RG 03 ✦ ✾✾✾✾✾
RG 04 ✦ ✦ ✽✾✾✾✾
RG 05 ✦ ✾✾✾✾✾
RG 06 ✦ ✾✾✾✾✾
RG 07 ✦ ✾✾✾✾✾
RG 08 ✦ ✾✾✾✾✾
RG 09 14 ✦ ✦ ✦ ✦ ✦ ✦ ✽✽✽✽✾
RG 10 ✦ ✾✾✾✾✾
RG 11 ✦ ✦ ✦ ✦ ✾✾✾✾✾
2
e
g
e´n
e´r
at
io
n
(T
rx
R
,
13
m
er
s)
RG 17 ✦ ✾✾✾✾✾
RG 18 ✦ ✾✾✾✾✾
RG 19 ✦ ✾✾✾✾✾
RG 20 ✦ ✦ ✽✾✾✾✾
RG 21 ✦ ✦ ✦ ✽✽✾✾✾
RG 23 ✦ ✾✾✾✾✾
RG 25 ✦ ✾✾✾✾✾
RG 26 ✦ ✾✾✾✾✾
RG 27 ✦ ✦ ✦ ✦ ✦ ✦ ✦ ✽✽✽✽✽
RG 28 ✦ ✾✾✾✾✾
RG 29 ✦ ✾✾✾✾✾
RG 30 ✦ ✦ ✽✾✾✾✾
Tab. 6.1 – Re´sultats des validations 16. Le score final tient compte de l’ensemble des tests effectue´s
sur les diffe´rents aptame`res.
De fac¸on tre`s logique, les phases ulte´rieures de nos travaux se sont tout d’abord concentre´s sur
l’aptame`re RG 01, que nous avons identifie´ en premier lieu et dont les caracte´ristiques perc¸ues
lors des phases de validation pre´sente´es dans ce chapitre sont raisonnablement inte´ressantes.
L’aptame`re RG 09 aurait e´galement me´rite´ un inte´reˆt particulier s’il n’avait eu une longueur
re´dhibitoire (sa re´gion variable compte 54 acides amine´s, voir figure 5.1, p. 120) pour la synthe`se
peptidique et a fortiori l’analyse structurale ulte´rieure. Nous nous sommes alors tre`s logiquement
15. L’aptame`re RG 09 comporte une re´gion variable de 52 acides amine´s. De ce fait, et en de´pit de ses qualite´s
d’interaction avec RasGAP-SH3, il ne pre´sente qu’un faible inte´reˆt pour l’e´tude structurale ulte´rieure, et posse`de
donc un score global infe´rieur a` celui de RG 27.
16. Signification des en-teˆtes de colonne :
– 2-H l. : double-hybride en levure (TrxH : transfert de l’aptame`re dans la thiore´doxine humaine, cf. p. 128),
– Pull-down : pull-down de RasGAP-SH3 (cf. pp. 137-137),
– CFCA : Colony-Forming Chemosensitivity Assay (cf. p. 140),
– Viabilite´ : tests colorime´triques de viabilite´ cellulaire apre`s expression des aptame`res (cf. p. 138)
– 2-H m. : double-hybride en cellules de mammife`re (cf. p. 142).
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concentre´s sur les meilleurs aptame`res issus du crible de la banque de seconde ge´ne´ration, RG 20,
21, 30, et surtout RG 27, ainsi que sur l’aptame`re RG 01 de premie`re ge´ne´ration.
En plus de la de´monstration de la validite´ de notre approche et de notre cible, ces e´tapes
de validation sur cultures cellulaires sont particulie`rement cruciales dans le cadre de notre de´-
marche. En effet, le caracte`re combinatoire de la technique des aptame`res peptidiques permet
l’interrogation des surfaces prote´iques 17, et sont capables de reconnaˆıtre diffe´rents sites de fixa-
tion dont la pertinence dans un but the´rapeutique n’est probablement pas e´quivalente. Cette
e´tape nous permet de ne pas poursuivre inutilement des e´tudes complexes sur des aptame`res ne
reconnaissant pas le « bon » site.
17. Comme nous l’avons vu au chapitre pre´ce´dent, en montrant que les diffe´rents aptame`res que nous avons
obtenus n’interagissent pas tous sur le meˆme site a` la surface de RasGAP-SH3.
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Chapitre 7
Synthe`se peptidique de re´gions
variables
L’objectif de ce chapitre est de de´crire les expe´riences qui nous ont permis, a` partir
des se´quences des re´gions variables des aptame`res, d’obtenir des mole´cules de plus
petite taille, se preˆtant plus facilement aux e´tudes biophysiques et structurales,
et repre´sentant une nette avance´e vers la conception de « petites mole´cules »,
soit par modification progressive de ces premie`res mole´cules, soit par criblage de
chimiothe`ques.
7.1 Peptides line´aires et cycliques : hypothe`ses de travail
La Thioredoxin d’Escherichia coli, utilise´e comme plate-forme de pre´sentation des re´gions
variables des aptame`res dans le syste`me que nous avons mis en œuvre, est une prote´ine globulaire
dont le site actif est constitue´ par deux Cyste´ines. L’activite´ catalytique de cette prote´ine consiste
en la re´gulation du potentiel oxydo-re´ducteur intra-cellulaire (Holmgren, 1989). Cette activite´
est obtenue par re´duction/oxydation d’un pont disuflure entre ces deux Cyste´ines. La prote´ine
native Thioredoxin posse`de une tre`s courte boucle entre ces deux Cyste´ines, constitue´e par la
se´quence -CGPC-. La structure de la Thioredoxin native a e´te´ re´solue par RMN dans ses deux
e´tats oxyde´ (pont disulfure entre les deux Cyste´ines) et re´duit (thiols) : meˆme en l’absence du
pont disulfure, les deux Cyste´ines du site actif sont tre`s proches (PDB : Thioredoxin oxyde´e,
1XOA et re´duite, 1XOB, Jeng et al., 1994).
La re´gion variable des aptame`res que nous avons se´lectionne´s est une boucle de 13 a` 16 acides
amine´s inse´re´s pre´cise´ment au sein de cette boucle, entre les deux Cyste´ines :
-CGP- [boucle variable] -GPC-
Dans le cas de la banque a` 13 acides amine´s que nous avons utilise´e dans la seconde se´rie
d’expe´riences, les deux Cyste´ines sont remplace´es par des Se´rines.
1re hypothe`se : L’insertion de la boucle variable ne modifie pas la structure
ge´ne´rale de la plate-forme
Nous faisons l’hypothe`se que la structure des deux extre´mite´s de la re´gion variable n’est pas
trop modifie´e. Les distances de ces extre´mite´s sont donc encore suffisamment proches pour que la
CONFIDENTIEL
III
150 Peptides line´aires et cycliques : hypothe`ses de travail
contrainte structurale impose´e par la Thioredoxin puisse eˆtre mime´e par une liaison quelconque
des deux extre´mite´s de la re´gion variable (par exemple un pont disulfure).
L’insertion de cette re´gion variable ne provoque ge´ne´ralement pas de modification structurale
importante de la plate-forme Thioredoxin (Kochoyan & Yang, 2004, re´sultats non publie´s), d’apre`s
l’allure des spectres RMN obtenus.
2e hypothe`se : Reconnaissance par la re´gion variable
Nous formulons une seconde hypothe`se : la plate-forme de pre´sentation ne joue qu’un faible
roˆle dans la reconnaissance de RasGAP-SH3 par les aptame`res. Cette hypothe`se peut eˆtre justifie´e
par le mode de se´lection utilise´, qui compare l’interaction d’aptame`res ne diffe´rant que par
leurs re´gions variables. Cette hypothe`se a e´te´ partiellement ve´rifie´e expe´rimentalement : l’e´quipe
de biologie mole´culaire d’Aptanomics a pu montrer que le remplacement de la Thiore´doxine
bacte´rienne par son paralogue humain (dont la similarite´ est relativement faible) n’alte`re pas
la reconnaissance du domaine SH3 par la boucle variable de l’aptame`re RG 27 (cf. p. 128). De
cette hypothe`se de´coule qu’un peptide synthe´tique compose´ uniquement de la re´gion variable de
l’aptame`re devrait interagir de fac¸on similaire a` l’aptame`re entier avec RasGAP-SH3.
3e hypothe`se : Cyclisation / peptide line´aire
La contrainte conformationnelle impose´e par la Thioredoxin sur la structure de la boucle va-
riable des aptame`res joue obligatoirement un roˆle important dans la reconnaissance du domaine
SH3 par l’aptame`re. Notre objectif e´tant dans un premier temps de nous se´parer de la Thiore-
doxin pour obtenir des peptides de faible taille, nous formulons l’hypothe`se qu’une cyclisation
des extre´mite´s d’un peptide de meˆme se´quence que la re´gion variable d’un aptame`re, permettra
d’obtenir une mole´cule ayant des proprie´te´s similaires a` l’aptame`re entier.
La cyclisation de peptides est une technique fre´quemment utilise´e pour obtenir des mimes de
fragments prote´iques, car elle permet de contraindre ces fragments a` adopter une conformation
pre´fe´rentielle. Notamment, cette me´thode permet de cre´er des conditions propices a` l’e´tablisse-
ment de liaisons hydroge`ne semblables a` celles qui structurent les feuillets β. De plus, la protec-
tion des extre´mite´s N- et C-terminales par une cyclisation de type head-to-tail (teˆte a` queue)
procure une relative protection de ces peptides vis a` vis des prote´ases extra et intra-cellulaires
(Shibata et al., 2003).
Les diffe´rentes me´thodes de cyclisation de peptides ont fait l’objet de nombreuses publications
et de plusieurs revues, notamment celles de Lambert et al. (2001) ou de Li & Roller (2002).
La cyclisation peut notamment eˆtre perc¸ue comme une voie importante de modifications de
peptides afin d’en faire des mole´cules susceptibles d’eˆtre utilise´es en the´rapeutique (voir par
exemple Adessi & Soto, 2002).
Concernant notre proble`me pre´cis et la pre´sence des deux Cyste´ines mentionne´es, nous avons
tente´ dans un premier temps une cyclisation en cre´ant un pont disulfure entre leurs chaˆınes
late´rales. Dans un second temps, et pour obtenir une meilleure stabilite´ de la cyclisation, nous
avons cherche´ a` mimer ce pont disulfure par d’autres types de cyclisations.
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Fig. 7.1 – Thioredoxin native et avec une boucle de 16 acides amine´s inse´re´e dans le site actif. A
gauche : Structure PDB 1XOA. A droite : figure obtenue par mode´lisation mole´culaire, en remplac¸ant la
boucle -CGPC- par la se´quence de la re´gion variable de l’aptame`re RG 01.
Nous avons donc propose´ diffe´rentes cyclisations :
– Pont disulfure : la Thioredoxin native posse´dant de´ja` deux Cyste´ines (susceptibles de former
un pont disulfure), nous avons utilise´ cette proprie´te´ pour construire des peptides cycliques,
– Head to tail en utilisant les chaˆınes principales ou late´rales d’acides amine´s (Lysine ou
Acide Glutamique notamment) pour construire une liaison peptidique supple´mentaire cy-
clisant le peptide,
– Pont thioe´ther : construction d’une liaison thioe´ther en utilisant le thiol d’une cyste´ine et
la chaˆıne late´rale d’un autre acide amine´ du peptide (Roberts et al., 1998).
7.2 Peptides issus de l’aptame`re RG01
L’aptame`re RG 01 e´tant le premier que nous avons identifie´ et posse´dant une se´quence
courte (re´gion variable de 11 acides amine´s), nous avons synthe´tise´ des peptides correspondant
a` sa re´gion variable avant d’obtenir d’autres aptame`res. Par la suite, apre`s e´tude des phe´notypes
d’expression d’une premie`re se´rie d’aptame`res, il s’est ave´re´ que RG01 posse´dait de tre`s bonnes
qualite´s dans ces tests (cf. p. 146).
C-LWGISSCELVL-GPC
La re´gion variable (ci-dessus) de cet aptame`re (issu de la premie`re banque comprenant nor-
malement des re´gions variables de 16 acides amine´s) est anormalement courte. Cette anomalie
provient tre`s certainement de la phase de construction de la banque. De plus, la pre´sence d’une
Cyste´ine au sein de la re´gion variable complique un peu l’e´tude de cet aptame`re. Pour e´viter
d’e´ventuels proble`mes de formation de dime`res de peptides par cre´ation de ponts disulfures, nous
avons choisi dans un premier temps de remplacer cette Cyste´ine par une Se´rine.
7.2.1 Peptides line´aires
Nous avons synthe´tise´ plusieurs peptides analogues a` la re´gion variable de RG01, pre´sente´es
dans le tableau 7.1. Notamment, nous avons cherche´ a` remplacer la Cyste´ine interne a` la re´gion
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variable de cette aptame`re, en raison de la faible stabilite´ de cet acide amine´, aussi bien au
cours des e´tapes de synthe`se et purification, qu’au cours des e´tapes pre´vues ulte´rieurement de
validation de son affinite´ et d’e´tude structurale.
Peptide Description Se´quence
JS 08 Re´gion variable seule LWGISSCELVL
JS 09 Re´gion variable vectorise´e (Cyste´ine mu-
te´e en Se´rine)
LWGISSSELVL-Ahx-Penetratin a
JS 11 Re´gion variable (Cyste´ine mute´e en Se´-
rine)
LWGISSSELVL
a. Penetratin est un court peptide de 16 acides amine´s, issu de la prote´ine Antennapedia de Drosophila mela-
nogaster, qui posse`de la proprie´te´ de faciliter le transport au travers de la membrane plasmique d’une prote´ine
ou d’un peptide qui lui serait lie´ de fac¸on covalente (Derossi et al., 1994, Chassaing & Prochiantz, 1996, Persson
et al., 2004). D’autres peptides permettant la translocation active de mole´cules a` travers la paroi cellulaire ont
e´te´ de´crits (voir par exemple Morris et al., 2001).
Tab. 7.1 – Peptides line´aires issus de RG01
Nous avons utilise´ pour obtenir ces produits la synthe`se peptidique en phase solide, telle que
de´crite tout d’abord par Merrifield (1963), et pre´sente´e pour notre peptide par la figure 7.2.
LECS SIGWL
tBu tBuBoc trt OtBu
ResinLinkerLVFmoc
ResinLinkerLNHFmoc
ResinLinkerLoading site
LNHFmoc
Coupling
Deprotection
ResinLinkerLNH
2
Coupling
Deprotection
n
NH
Deprotection / Cleavage
LECS SIGWL LVNH
2
Fig. 7.2 – Synthe`se peptidique en phase solide du peptide JS08. Le couplage s’effectue avec
HBTU/HOBt (chimie FastMoc➋) ou DCC/HOBt (chimie Fmoc classique). La de´protection du grou-
pement Fmoc se fait en utilisant la Pipe´ridine. La re´sine que nous avons utilise´e est de la re´sine HMP
(re´sine de Wang). Le suivi de l’avancement de la synthe`se est re´alise´ en utilisant un monitoring UV de
la de´protection, par mesure de l’absorbance du solvant contenant le sel de Fmoc (Otterson et al., 1993).
L’e´tape finale de de´protection/clivage est re´alise´e par action d’un acide fort (de´tails expe´rimentaux en
annexe, p. 227).
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7.2.2 Tentatives de cyclisation
Nous avons tente´ deux types de cyclisation « head-to-tail » sur re´sine de peptides issus de
RG01. Cette approche a e´te´ tre`s largement de´crite dans la litte´rature, avec diffe´rentes conditions
de cyclisation (voir notamment Bourne et al., 2000, Cudic et al., 2000).
Premie`re tentative : utilisation de l’acide glutamique interne
La premie`re tentative a consiste´ en l’utilisation de la fonction acide de la chaˆıne late´rale de
cet acide glutamique interne a` la re´gion variable de RG01 pour le greffage sur re´sine HMP au
de´but de la synthe`se peptidique en phase solide.
Pour cette cyclisation, il est ne´cessaire d’utiliser un troisie`me type de protection pour la
fonction acide de la chaˆıne principale de cette acide glutamique, orthogonale 1par rapport aux
deux autres types de protection de´ja` utilise´es pour la synthe`se peptidique. Nous avons choisi de
prote´ger par un groupement allyle la fonction acide, sous forme d’ester d’allyle (Brase et al.,
2003, Guibe´, 1998, Seitz & Kunz, 1995, Kates et al., 1993). Cette protection, insensible a` l’action
de la pipe´ridine utilise´e en chimie Fmoc, peut eˆtre tre`s simplement retire´e se´lectivement sous
l’action catalytique de Pd(PPh3)4, en utilisant le protocole suivant (White et al., 2002) :
– sous argon, ajouter a` la re´sine couple´e au peptide prote´ge´ allyle, 3 e´q. Pd(PPh3)4 dissout
dans CHCl3:AcOH:NMP (37:2:1, 15mg/ml re´sine),
– laisser la de´protection se poursuivre pendant au moins 2 heures.
– laver la re´sine avec tout d’abord 0,5% DIPEA en DMF, puis avec du sodium diethyldi-
thiocarbamate (0,5 % masse/vol) en DMF,
– laver la re´sine avec HOBt en DMF (avant de poursuivre par une cyclisation par exemple).
Nous avons donc synthe´tise´ le peptide suivant :
LVL-Ahx-LWGISSSE
avec une protection allyle sur la fonction acide de la chaˆıne principale de l’Acide glutamique en
C-ter, et un greffage sur re´sine par la fonction acide de sa chaˆıne late´rale. En fin de synthe`se,
apre`s de´protection du groupement Fmoc de la Leucine en N-ter, ce peptide a donc l’allure
suivante (toujours greffe´ en C-ter sur la re´sine), avec de nombreux groupements protecteurs :
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H
O
N
N
H
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H
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Apre`s cette de´protection de la fonction allyle, nous avons utilise´ diffe´rents agents de couplage
pour tenter de former une liaison peptidique entre l’amine libre de la Leucine N-terminale et
la fonction acide de la chaˆıne principale. Nous avons re´alise´ le suivi de ce couplage en utilisant
le test de Kaiser et al. (1970). Cependant, malgre´ l’utilisation d’agents de couplage diffe´rents
1. En synthe`se chimique, des protections « orthogonales » sont des protections que l’on peut cliver inde´pendam-
ment. Dans le syste`me de synthe`se peptidique en phase solide que nous avons utilise´, le couple Fmoc / Pipe´ridine
(groupe protecteur / agent de de´protection) est le principal syste`me de protection utilise´. Les autres protections
que nous avons utilise´es pour les fonctions re´actives des chaˆınes late´rales sont principalement les groupements boc
(lysine, tryptophane), ter-butyle (acides aspartique et glutamique, se´rine, thre´onine), trityle (histidine, cyste´ine,
asparagine, glutamine) et Mtr (arginine), qui sont acido-labiles. Nous avons place´ en annexe B.5.1 une figure
pre´sentant ces protections (p. 228).
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(BOP/HOBt, HATU/HOBt...), nous ne sommes pas parvenus a` re´aliser cette cyclisation. L’en-
combrement ste´rique des protections restant sur les autres acides amine´s du peptide, en plus
des contraintes impose´es par la porosite´ du substrat solide (re´sine) empeˆchent certainement le
repliement du peptide ne´cessaire a` la formation de la cyclisation.
Seconde tentative : ajout d’un acide glutamique
Pour tenter de reme´dier a` cette impossibilite´ de cyclisation, nous avons propose´ d’autres
sites de cyclisation, en se basant toujours sur la cre´ation sur re´sine d’une liaison peptidique.
Au sein de la Thiore´doxine, la contrainte structurale s’apparente tre`s probablement a` un pont
disulfure entre deux Cyste´ines aux extre´mite´s de la boucle variable. Nous avons donc imagine´ de
mimer ce pont disulfure (figure 7.3) par la formation d’une liaison peptidique entre l’amine de
la chaˆıne principale ou de la chaˆıne late´rale d’une Lysine (remplac¸ant l’une des deux Cyste´ines)
et la fonction acide d’un acide glutamique (de fac¸on similaire a` ce qui a e´te´ fait ci-dessus).
N
O
S
N
O
S
Boucle variable
Fig. 7.3 – Pont disulfure entre deux cyste´ines
Nous avons donc synthe´tise´ le peptide suivant :
KLWGISSSELVLGPE
de´rive´ de la se´quence initiale de la re´gion variable de l’aptame`re RG 01 :
CLWGISSCELVLGPC
dans l’objectif de mimer le pont disulfure par une liaison entre deux acides amine´s.
Nous avons utilise´ des protections diffe´rentes pour la lysine N-terminale : Fmoc-Lys(Boc)-
OH et Boc-Lys(Fmoc)-OH pour synthe´tiser deux peptides cycliques de longueurs le´ge`rement
diffe´rentes.
K L W G I S S S E L V L G P E
COOH
NH
2
NH
2
O HMP resin
(a)
N
O
O
HMP resin
NH
2
O
N
Lysine
Acide Glutamique
K L W G I S S S E L V L G P E COOH
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Lysine
Acide Glutamique
Fig. 7.4 – Deux types de cyclisations du peptide RG 01. Les longueurs de ces deux peptides cycliques
sont a` comparer avec la cyclisation par pont disulfure.
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Cependant, lors de la cyclisation de ces peptides, nous avons a` nouveau e´choue´ a` obtenir
la fermeture du cycle, quels que soient les agents de couplage et les conditions utilise´es. Les
contraintes structurales sur ce peptide doivent probablement eˆtre importantes et empeˆcher les
deux extre´mite´s de se placer a` proximite´ l’une de l’autre pour que la re´action puisse avoir lieu.
7.3 Peptides issus de l’aptame`re RG 27
L’aptame`re RG 27 posse´dant les meilleurs qualite´s d’interaction avec RasGAP-SH3 (cf. p.
146), nous nous sommes naturellement concentre´s par la suite sur la synthe`se de peptides issus
de sa re´gion variable.
Nous avons d’abord synthe´tise´ des peptides line´aires issus de cet aptame`re que nous avons
marque´s a` la fluoresce´ine (pour permettre la mesure du Kd de son interaction avec RasGAP-SH3
par anisotropie de fluorescence, voir chapitre 8), avant de chercher a` concevoir et a` synthe´tiser
des peptides cycliques.
7.3.1 Peptides line´aires
Nous avons synthe´tise´ plusieurs peptides line´aires issus de l’aptame`re RG 27, sans grande
difficulte´. Cependant, les rendements obtenus ont toujours e´te´ relativement faibles, en raison tre`s
probablement d’une conformation du peptide en cours de synthe`se rendant difficilement acces-
sibles les acides amine´s a` partir de la premie`re Valine (en partant de l’extre´mite´ C-terminale).
Nous avons e´galement retrouve´ cette difficulte´ lors de la synthe`se de peptides line´aires des-
tine´s a` la cyclisation.
La figure 7.5 pre´sente le suivi UV de la synthe`se du peptide JS 37, qui de´rive directement
de la re´gion variable de RG 27. La se´quence de ce peptide est :
KGPKWVVSHARLMWSFGPE
L’objectif initial de la synthe`se de ce peptide est la re´alisation d’un peptide cyclique par formation
sur re´sine d’une liaison peptidique entre les chaˆınes late´rales et principales des Lysines et Acides
glutamiques des deux extre´mite´s, comme nous l’avons propose´ pre´ce´demment pour des peptides
issus de RG 01.
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Fig. 7.5 – Suivi UV de la synthe`se du peptide JS 37. Les valeurs de l’absorbance UV mesure´es au
cours des de´protections successives sont porte´es sur ce graphique. On remarque sur cette figure la forte
diminution de l’efficacite´ de la premie`re de´protection, a` partir du 14e acide amine´ couple´ sur le peptide.
Au cours de la synthe`se peptidique (qui est re´alise´e en commenc¸ant par les acides amine´s
C-terminaux) de diffe´rents de´rive´s de l’aptame`re RG 27, nous avons fre´quemment remarque´ la
difficulte´ de l’avancement de la synthe`se au niveau des Valines. Pour la synthe`se du peptide
JS 37 dont le suivi UV est pre´sente´ ici, nous avons tente´ d’ame´liorer cette synthe`se en utilisant
les conditions suivantes :
– protocole de couplage en chimie DCC/HOBt,
– suivi UV de la de´protection des groupements Fmoc avec feedback : en cas de difficulte´ de
de´protection, renouvellement du cycle de de´protection,
– temps de couplages prolonge´s dans la zone difficile (×3),
– double couplage des acides amine´s incrimine´s (V, V, W, voir figure 7.5) : c’est a` dire que le
couplage est re´alise´ successivement avec deux cartouches contenant chacune 10 e´quivalents
de l’acide amine´,
– capping syste´matique apre`s le couplage de chaque acide amine´, avant de´protection : cette
ope´ration consiste a` coupler apre`s chaque acide amine´ (dont l’amine est prote´ge´e par le
groupement Fmoc) sur les amines reste´es libres (couplage non complet) un groupement
ace´tyle par action de l’anhydride ace´tique (figure 7.6). Cette protection e´vite que les acides
amine´s couple´s ulte´rieurement puissent venir se placer sur des fragments non complets.
O
O
O
NH
2
O
R
N
H
O
RO
O
OH
+ +
unprotected amine
Fig. 7.6 – Capping des amines non prote´ge´es par l’anhydride ace´tique
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Comme on le voit sur la figure 7.5, les difficulte´s de synthe`se n’ont pas entie`rement disparu
malgre´ ces diffe´rentes pre´cautions. Cependant graˆce au capping syste´matique, la purification du
peptide espe´re´ ne s’est pas re´ve´le´e trop difficile.
7.3.2 Peptides cycliques
L’aptame`re RG 27 ayant montre´ de tre`s bonnes qualite´s d’interaction avec RasGAP-SH3,
nous nous sommes inte´resse´s a` la synthe`se de peptides cycliques issus de sa re´gion variable.
Nous avons tente´ trois types de cyclisation :
– head-to-tail par formation d’une liaison peptidique : cette cyclisation sur re´sine n’ayant
pas encore donne´ de re´sultat positif et e´tant en tous points semblable a` celle de´crite plus
haut (p. 154), nous ne la de´crirons pas ici,
– cyclisation par pont disulfure,
– cyclisation par pont thioe´ther.
Cyclisation par formation d’un pont disulfure
Nous avons synthe´tise´ comme expose´ pre´ce´demment le peptide suivant, dans l’objectif de
cre´er un pont disulfure entre les thiols des chaˆınes late´rales des cyste´ines :
CGPKWVVSHARLMYSFGPC
De nombreuses me´thodes sont de´crites dans la litte´rature pour la cyclisation de peptides par
cre´ation d’un pont disuflure. Certaines des approches de´crites font appel a` une cyclisation sur
re´sine (Berezhkovskiy et al., 1999, Albericio et al., 1991, Garc´ıa-Echeverr´ıa et al., 1989) ou en
solution (Berezhkovskiy & Deshpande, 2000, Garay et al., 2000, Tam et al., 1991).
Nous avons choisi pour la simplicite´ de sa mise en œuvre une technique de cyclisation en
solution, par action oxydante de l’oxyge`ne pre´sent dans l’air, en conditions basiques et a` tre`s
faible concentration de peptide.
Apre`s de´protection, clivage et purification sur HPLC, nous avons alors re´alise´ la cyclisation
proprement dite, en phase liquide a` tre`s faible concentration, pour e´viter au maximum la forma-
tion de complexes intermole´culaires, et favoriser la formation du pont disulfure intramole´culaire.
Tre`s simplement, nous avons place´ le peptide line´aire, pre´alablement solubilise´ dans du me´-
thanol (environ 5 mg dans 200 mL), en conditions basiques (a` l’aide de faibles quantite´s de
tampon hydroge´nocarbonate d’ammonium NH+4 /HCO
–
3 0,1 M) et en pre´sence d’oxyge`ne ap-
porte´ par l’air ambiant bulle a` bulle dans la solution. Nous avons alors re´alise´ un suivi par
HPLC de la cyclisation, en fin de re´action (environ 5 heures apre`s ajout du tampon basique).
Apre`s e´vaporation du me´thanol et lyophilisation, nous avons pu obtenir seulement environ 1 mg
de peptide cyclique pur (a` partir de 5 mg de peptide line´aire).
La figure 7.7 pre´sente les re´sultats de l’analyse par HPLC des produits de cette cyclisation.
Sur la figure 7.7(d), on voit nettement que le peptide cyclique pur a une re´tention sur colonne
C18 diffe´rente du peptide line´aire.
Nous avons e´galement ve´rifie´ par spectrome´trie de masse l’identite´ des produits obtenus, et
montre´ que les peptides cycliques et line´aires avaient bien une diffe´rence de m/z de 2, correspon-
dant aux deux protons dont le de´part permet la formation du pont disulfure, selon l’e´quation
re´actionnelle suivante :
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Le rendement de cette cyclisation est donc tre`s faible, et la relative fragilite´ de la liaison
disulfure nous a conduit a` rechercher d’autres me´thodes de cyclisation. Cependant, on peut
toutefois noter que cette expe´rience est relativement facile a` mettre en œuvre (tre`s peu d’e´tapes
apre`s la synthe`se peptidique).
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(a) Peptide line´aire apre`s purification (le second
produit minoritaire, apparu au bout de quelques heures
en solution est probablement le peptide cyclique)
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(b) Peptide apre`s cyclisation, avant purification
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(c) Co-injection de 7.7(a) et 7.7(b)
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(d) Peptide cyclique apre`s purification
Fig. 7.7 – Cyclisation du peptide issu de la re´gion variable de RG27. Le peptide line´aire est
e´lue´ a` 63,0% B, le peptide cyclique a` 61,4% B. Chromatogrammes HPLC (colonne C18), gradient[
10
5min→ 25 30min→ 90%B
]
(A : 100% H2O, 0.1% TFA ; B : 30% H2O, 70% CH3CN, 0.1% TFA)CONFIDENTIEL
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Cyclisation par formation d’un pont thioe´ther
La cyclisation par formation d’un pont thioe´ther permet l’obtention de peptides cycliques
ayant une stabilite´ bien plus importante que les peptides cyclise´s par un pont disulfure, qui
s’ouvrent en milieu re´ducteur ou acide.
Diffe´rentes me´thodes d’obtention de cette cyclisation sont de´crites dans la litte´rature. Roberts
et al. (1998) ont ainsi propose´ la formation de ce pont thioe´ther par re´action d’un groupement
amine bromo-ace´tyle´ et du thiol de la chaˆıne late´rale d’une cyste´ine. Le groupe de P. Roller
a quant a` lui obtenu des peptides cyclise´s par un pont thioe´ther (obtenu par re´action d’une
amine chloro-ace´tyle´e avec le thiol d’une Cyste´ine) ayant la capacite´ d’inhiber les interactions
du domaine SH2 de la prote´ine Grb2 (Long et al., 1999a, b, Lung et al., 1999).
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Fig. 7.8 – Cyclisation par formation d’un pont thioe´ther du peptide issu de l’aptame`re RG 27
La cyclisation de ce peptide est actuellement en cours, les re´sultats de cette synthe`se devraient
eˆtre disponibles avant la soutenance de cette the`se.
Conclusion du chapitre 7
La synthe`se peptidique en phase solide nous a donc permis d’obtenir de nombreuses mole´cules
avec une relative facilite´.
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Chapitre 8
E´valuation des affinite´s des peptides
synthe´tise´s
L’objectif de ce chapitre est de pre´senter les re´sultats des mesures d’affinite´ (obtenus prin-
cipalement par mesure d’anisotropie de fluorescence) entre le domaine SH3 de RasGAP et les
peptides synthe´tiques pre´sente´s au chapitre pre´ce´dent.
Ce chapitre va donc logiquement commencer par une pre´sentation rapide de la technique
de production du domaine SH3 par expression bacte´rienne et purification, avant de pre´senter
les re´sultats de ces mesures d’affinite´s. Enfin, nous pre´sentons brie`vement les re´sultats que nous
avons e´galement obtenus par spectroscopie par corre´lation de fluorescence, qui comple`tent l’e´tude
par anisotropie de fluorescence.
8.1 Expression et purification du domaine SH3 de RasGAP
Les e´tudes structurales et biophysiques ne´cessitent de pouvoir produire en grandes quantite´s
le domaine SH3 de RasGAP recombinant, avec le moins possible de diffe´rences entre le domaine
SH3 tel qu’il se pre´sente au sein de la prote´ine endoge`ne et la prote´ine recombinante obtenue.
Notamment, il e´tait impe´ratif que le domaine purifie´ soit de la taille la plus faible possible pour
faciliter l’interpre´tation des spectres RMN.
8.1.1 Le vecteur d’expression
Nous avons retenu le syste`me d’expression constitue´ par le vecteur pT7-7, qui permet une
forte expression du transge`ne inse´re´ dans son site de clonage, fusionne´ avec six Histidines en
C-terminal. Apre`s clonage dans ce vecteur, le domaine SH3 est donc allonge´ de neuf acides
amine´s (une Me´thionine en N-ter, deux acides amine´s : Leucine et Glutamine, qui constituent
le site de clonage en C-ter, et enfin les six Histidines). La se´quence de ce domaine SH3 exprime´
a de´ja` e´te´ pre´sente´e (figure 4.6, p. 85) 1.
Nous avons e´galement sous-clone´ dans ce vecteur le mutant SH3W317K, qui nous a servi
ulte´rieurement d’outil de comparaison pour les expe´riences de biophysique.
1. MEDRR RVRAI LPYTK VPDTD EISFL KGDMF IVHNE LEDGW MWVTN LRTDE QGLIV EDLVE EVGRE EDPHE GKILQ
HHHHH H
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8.1.2 Expression et purification
Le sous-clonage du domaine SH3 a e´te´ re´alise´ dans des bacte´ries E. coli DH5α. Pour la
production de la prote´ine recombinante, le vecteur est transfe´re´ dans des bacte´ries E. coli
BL21(DE3)-T1R 2.
L’expression a e´te´ re´alise´e en milieu LB classique, avec induction IPTG (0, 1µg/ml) pendant
4h. Apre`s centrifugation et lyse, nous avons proce´de´ a` une premie`re ve´rification de la pre´sence
des prote´ines (figure 8.1).
Fig. 8.1 – Ve´rification de l’expression de RasGAP-SH3
Le domaine SH3 de RasGAP semble migrer a` environ 12 kDa, ce qui est le´ge`rement supe´rieur
a` la masse attendue (9676, 8Da).
Nous avons ensuite purifie´ le lysat cellulaire en utilisant une colonne nickel-agarose 3, en
utilisant pour l’e´lution un gradient de 10 a` 300mM d’imidazole (figure 8.2). L’e´lution de RasGAP-
SH3 intervient a` environ 120mM d’imidazole.
2. BL21(DE3)-T1R (Sigma, St. Louis, MO, USA) est une souche bacte´rienne de´ficiente pour deux prote´ases lon
et ompT. Cette souche exprime e´galement l’ARN polyme´rase T7, sous controˆle du promoteur lacUV5. L’induction
de ce promoteur issu de Lactococcus lactis peut eˆtre re´alise´e par l’ajout d’IPTG dans le milieu de culture.
3. HIS-Select➋ 1.25ml Cartridge, Sigma H8286
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Fig. 8.2 – Purification de RasGAP-SH3
Les fractions 10, 11 et 12 contiennent le domaine SH3 relativement pur (> 90%, d’apre`s
analyse SDS-PAGE d’un nouveau de´poˆt).
Apre`s dosage Bradford et spectrophotome´trique (extinction molaire 4 : ǫ280 = 12660M
−1 ·
cm−1), nous avons pu e´valuer le rendement a` 1− 2mg pour 500mL de LB.
8.2 Principe de la mesure d’affinite´ par polarisation de fluores-
cence
8.2.1 La polarisation de fluorescence
Le principe de cette expe´rience repose sur des travaux anciens (notamment ceux de Perrin,
1926) portant sur la dure´e de vie de l’e´tat excite´ des mole´cules fluorescentes, et sur la polarisation
de l’onde excitatrice et e´mise par des mole´cules fluorescentes. Ce principe est illustre´ par la figure
8.3.
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Fig. 8.3 – Principe l’expe´rience de polarisation de fluorescence (d’apre`s Molecular Probes (2004a))
4. Calcule´e a` l’aide du logiciel ProtParam www.expasy.org/tools/protparam.html
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Sche´matiquement, on peut conside´rer que seuls les fluorophores oriente´s « paralle`lement »
au plan de polarisation de l’onde excitatrice sont excite´s, et restent excite´s pendant un temps
τ (dure´e de vie moyenne de l’e´tat excite´, caracte´ristique du fluorophore conside´re´). Pendant
cet intervalle de temps, le fluorophore peut se de´placer et changer d’orientation, en raison de
l’agitation thermique, qui elle-meˆme de´pend directement du volume mole´culaire V de la mole´cule
marque´e par ce fluorophore. Plus ce volume mole´culaire est important, plus la rotation qui peut
avoir lieu pendant cet intervalle de temps τ , est faible. L’onde e´mise lors du retour a` l’e´tat
normal du fluorophore est polarise´e suivant un plan lie´ a` son orientation. L’e´tat de polarisation
suivant la direction paralle`le a` l’onde excitatrice de la fluorescence e´mise repre´sente donc une
moyenne des orientations apre`s le mouvement pendant le temps τ des fluorophores qui e´taient
convenablement oriente´s avant leur mouvement.
8.2.2 Aspects expe´rimentaux et me´thodologiques
Plus pratiquement, l’expe´rience consiste a` exciter un fluorophore porte´ par une petite mo-
le´cule (typiquement le ligand dont on cherche a` mesurer l’affinite´) avec un rayonnement λexc
polarise´. On mesure ensuite les intensite´s du rayonnement de fluorescence λem a` travers deux
filtres polarisants dont les plans de polarisation sont place´s paralle`lement et perpendiculairement
au plan de polarisation du rayonnement d’excitation. Les intensite´s suivant ces deux plans de
polarisation sont note´es respectivement F‖ et F⊥.
Filt re
polarisant
excitat ion
Photo-
mult iplicateur
Photo-
mult iplicateur
Filt res 
polarisants
orthogonaux
Miroir 
dichroique
Filt re
490nm
Plaque contenant
les echant illons
Lampe flash
Fig. 8.4 – Dispositif de mesure de la polarisation de fluorescence, semblable a` celui que nous avons
utilise´. L’appareil Perkin Elmer Envision➋ utilise´ ne dispose que d’un photomultiplicateur, qui sert donc
aux deux mesures suivant les plans de polarisation paralle`le et perpendiculaire, avec un e´change motorise´
des filtres polarisants a` chaque mesure. Ce sche´ma est largement simplifie´ et ne pre´sente pas les diffe´rents
syste`mes de controˆle qui sont pre´sents dans l’appareil.
On peut de`s lors calculer deux grandeurs adimensionnelles quasiment e´quivalentes P (po-
larisation) et A (anisotropie). Ces grandeurs repre´sentent toutes deux l’e´tat de polarisation du
rayonnement e´mis par le fluorophore.
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P =
F‖ − F⊥
F‖ + F⊥
A =
F‖ − F⊥
F‖ + 2 · F⊥
La the´orie du mouvement brownien permet de relier cette polarisation P a` la viscosite´ du
solvant η, a` la tempe´rature T , et au volume mole´culaire V suivant les relations :(
1
P
− 1
3
)
=
(
1
P0
− 1
3
)(
1 +
τ
φ
)
τ e´tant la dure´e de vie de l’e´tat excite´ du fluorophore, et φ :
φ =
η V
RT
.
La constante P0 est appele´e polarisation fondamentale du fluorophore et est proche du maxi-
mum the´orique de 0, 5 pour la plupart des mole´cules utilise´es en biologie (fluoresce´ine, rhoda-
mine. . . ).
P est physiquement compris entre −0, 33 et 0, 5, et on utilise le sous-multiple au 1/1000e
note´ mP .
Nous avons place´ en annexe B.6.1 (p. 229) quelques de´tails concernant les me´-
thodes permettant d’utiliser cette mesure d’anisotropie de fluorescence pour ob-
tenir des mesures d’affinite´.
8.3 Re´sultats obtenus
8.3.1 Mole´cules utilise´es dans les interactions
Domaine SH3 recombinant
Pour ces e´tudes par anisotropie de fluorescence, nous avons utilise´ le syste`me d’expression
de´crit dans la section 8.1. Le domaine SH3 produit comporte donc un tag His6. Nous avons
e´galement produit un mutant du domaine, le tryptophane W43 mute´ en lysine. La se´quence de
ce domaine est pre´sente´e dans l’introduction (section 4.6, p. 85).
Peptides fluorescents
Nous avons synthe´tise´ en phase solide des peptides fluorescents, en couplant a` leur extre´mite´
N-terminale 5un de´rive´ de la fluoresce´ine (le de´rive´ e´thyl ester active´ pour son utilisation en
couplage sur peptide, pre´sente´ sur la figure 8.5(b), voir Lohse et al., 1997) couple´ a` un acide
amino-hexano¨ıque (qui apporte de nombreux degre´s de liberte´ supple´mentaires et qui joue donc
un roˆle d’espaceur).
5. Ce couplage du fluorophore et de son espaceur, re´alise´ sur re´sine, avant clivage et purification, garantit un
taux de marquage du peptide de 100% parfaitement maˆıtrise´. Cette technique est donc nettement plus fiable que
le marquage habituellement re´alise´ sur prote´ines purifie´es, re´alise´ par activation du fluorophore et couplage sur
diffe´rents sites re´actifs a` la surface de la prote´ine, ou` les sites et taux de couplage ne sont donc pas maˆıtrisables,
ce qui peut induire une relative incertitude sur les mesures re´alise´es ensuite et sur leur reproductibilite´.
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Fig. 8.5 – Diffe´rents analogues de la floresce´ine, ainsi que l’acide amino-hexano¨ıque (que nous avons
utilise´ comme espaceur, pour se´parer le fluorophore de la re´gion « active » du peptide).
Les caracte´ristiques de fluorescence de la fluoresce´ine FITC sont pre´sente´es dans le tableau
8.1. L’analogue de la fluoresce´ine que nous avons utilise´ (fluoresce´ine e´thyl ester active´e, figure
8.5(b)) a des caracte´ristiques proches (Lohse et al., 1997).
λexc 490nm
ǫmax 10
5 L ·mol−1 · cm−1
λem 517nm
η 0, 8
τ 3, 5ns
Tab. 8.1 – Caracte´ristiques de fluorescence de la fluoresce´ine FITC
Peptides non fluorescents
Diffe´rents peptides non fluorescents, synthe´tise´s d’apre`s des re´gions variables d’aptame`res
sont e´galement teste´s par compe´tition de l’interaction d’un peptide fluorescent de re´fe´rence.
Prote´ines compe´titrices
Nous avons e´galement e´tudie´ l’interaction de RasGAP-SH3 avec diffe´rentes prote´ines puri-
fie´es, e´galement par compe´tition d’interaction. Notamment, nous avons tente´ de mesurer par
compe´tition les affinite´s des aptame`res RG 01 et RG 27, mais e´galement de la prote´ine Aurora-
B 6 recombinante pour le domaine SH3 de RasGAP.
8.3.2 Mesures de Kd
Nous avons tout d’abord effectue´ une premie`re se´rie de mesures d’anisotropie de fluorescence
sur un polarime`tre a` haute sensibilite´ Panvera/Invitrogen Beacon 2000, au Centre de Biochimie
6. Upstate, Lake Placid, NY, USA
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Structurale de Montpellier, qui ont permis de de´finir les ordres de grandeur des affinite´s des pre-
miers peptides synthe´tise´s issus de re´gions variables d’aptame`res. Ce polarime`tre ne permettant
qu’une lecture a` la fois, dans un tube en verre optique et dans un volume d’e´chantillon rela-
tivement important (200 µL), dans un second temps, nous avons utilise´ un lecteur de plaques
Envision (Perkin Elmer) permettant une mesure de polarisation de fluorescence dans des plaques
« standard » de 96 ou 384 puits (avec possibilite´ d’e´volution jusqu’a` 1536 puits), dans un volume
de moins de 15 µL.
D’autres pre´cisions expe´rimentales sont pre´sente´es en annexe (p. 229).
Exemple de mesure de Kd par interaction simple
La figure 8.6 pre´sente les re´sultats d’expe´riences de de´termination de Kd re´alise´es avec les
peptides SP 02 et SP 08, qui sont tous les deux des peptides fluorescents, de´rive´s de l’apta-
me`re RG 27. Le peptide SP 08 a en fait la meˆme se´quence peptidique que le peptide SP 02 :
Fluoresce´ine-Ahx-CGPKWVVSHARLYSFGPC, mais le peptide SP 08 a e´te´ cyclise´ par formation d’un
pont disulfure entre les chaˆınes late´rales de ses cyste´ines.
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Fig. 8.6 – Interaction SH3 / peptides issus de RG27
Cette expe´rience nous a permis de calculer les affinite´s respectives des deux peptides pour le
domaine SH3 de RasGAP :
– Complexe SH3 / SP 02 : Kd≈ 45µM ,
– Complexe SH3 / SP 08 : Kd≈ 20µM .
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Oxydation du pont disulfure Cette diffe´rence de Kd nous semble significative, d’autant
plus que nous avons renouvele´ plusieurs fois cette expe´rience. De plus, nous pensons que la
cyclisation par pont disulfure est rapidement de´grade´e lors de l’ajout du domaine SH3 purifie´,
tre`s probablement par certaines prote´ines pre´sentent a` l’e´tat d’impurete´s et provenant du lysat
bacte´rien d’expression du domaine SH3. Ainsi, nous ne mesurons probablement pas l’affinite´ du
peptide cyclique SP 08 mais d’un me´lange de ce peptide cyclique (qui a donc une bien meilleure
affinite´ pour ce SH3) et du peptide line´aire (voir p. 183 la suite de cette discussion suite a` des
expe´riences RMN).
Exemple de mesure de Kd par compe´tition
La figure 8.7 pre´sente les re´sultats d’une expe´rience de mesure d’affinite´ par compe´tition
d’interaction. Le peptide JS 21 fluorescent est utilise´ ici comme ligand de re´fe´rence, dont l’inter-
action avec le domaine SH3 est de´place´e par un second peptide, JS 15 dont on cherche a` estimer
l’affinite´.
Nous avons pre´alablement estime´ le Kd du complexe SH3·JS 21 a` environ 145µM .
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Fig. 8.7 – Compe´tition de l’interaction du peptide JS 21 (fluorescent) avec le domaine SH3 de
RasGAP, par le peptide JS 15 (non fluorescent). La concentration du peptide JS 21 est constante a`
30nM , celle de RasGAP-SH3 est e´galement constante a` 100µM
Tableau re´capitulatif des mesures d’affinite´ obtenues
Le tableau 8.2 pre´sente les re´sultats obtenus sur l’ensemble des peptides synthe´tise´s a` partir
de re´gions variables d’aptame`res. Les valeurs indique´es sur ce tableau re´sultent de plusieurs
expe´riences, et pre´sentent les ordres de grandeurs des affinite´s.
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Apt. Modif. Peptide Kd (µM)
RG 01 JS 09 Antennapedia-Ahx-LWGISSSELV > 1000
RG 20
JS 18 QHLTRGSPEFYHV
> 1000
JS 17 GSPEFYHV
RG 28
JS 19 EGACPWEVRRLRF
> 1000
C4S JS 20 EGASPWEVRRLRF
RG 26
JS 16 ASTFPKPPRFYHV
≈ 200JS 21 7 Fluo-Ahx-ASTFPKPPRFYHV
JS 15 KPPRFYHV
RG 30 C10S
JS 31 GVAPWGTTTSRRF ≈ 100
JS 32 Fluo-Ahx-GVAPWGTTTSRRF
RG 27
line´aire
JS 35 KWVVSHARLMYSF ≈ 70
SP 02 Fluo-Ahx-CGPKWVVSHARLMYSFGPC
cyclique
SP 10 CGPKWVVSHARLMYSFGPC ≈ 1
8
SP 08 Fluo-Ahx-CGPKWVVSHARLMYSFGPC
Tab. 8.2 – Re´sultats des mesures d’affinite´ par anisotropie de fluorescence obtenues avec des
peptides synthe´tiques. La plupart des mesures de Kd de peptides non fluorescents a e´te´ re´alise´e par
compe´tition d’interaction en utilisant le peptide fluorescent JS 21 comme compe´titeur de re´fe´rence.
Nous n’avons pas note´ de diffe´rences significatives entre peptides fluorescents et non fluores-
cents de´rivant du meˆme aptame`re, ce qui semblerait indiquer que le couplage de la fluoresce´ine
n’introduirait pas trop de geˆne ste´rique.
De fac¸on similaire, nous avons synthe´tise´ des fragments correspondant a` une partie du motif
conserve´ pre´sente´ p. 125 : P-x-x-Y. Ainsi, les peptides de 8 acides amine´s JS 15 (KPPRFYHV)
et JS 17 (GSPEFYHV), issus respectivement de RG 26 et RG 20, posse`dent la meˆme affinite´ que
les peptides plus longs JS 16 et JS 18, correspondant a` l’inte´gralite´ de la re´gion variable. Ceci
peut certainement s’expliquer par le fait que seules ces sous-parties de la re´gion variable sont
re´ellement implique´es dans l’interaction avec RasGAP-SH3.
Concernant les diffe´rentes prote´ines dont nous avons mesure´ l’affinite´ par compe´tition de
l’interaction SH3·JS 21, les re´sultats sont les suivants :
– aptame`re RG 01 : Kd ≈ 100 µM
– aptame`re RG 27 : Kd non mesurable
– Aurora-B : Kd non mesurable
Les mesures que nous avons re´alise´es sur l’aptame`re RG 27 et sur Aurora-B ne nous ont pas
permis d’e´valuer pre´cise´ment leur affinite´ pour le domaine SH3 de RasGAP. En effet, lors de
l’ajout de ces prote´ine au complexe SH3·JS 21, nous n’avons pas observe´ une de´croissance de la
polarisation de fluorescence (qui accompagne normalement la dissociation du complexe par un
compe´titeur, cf. figure 8.7). La fixation de l’aptame`re RG 27 et de Aurora-B sur RasGAP peut
donc se faire sans dissociation du complexe
7. Nous avons e´galement e´value´ l’affinite´ de ce peptide JS 21 pour le mutant SH3W43K, qui semble eˆtre de
l’ordre du millimolaire, ce qui confirme les re´sultats des expe´riences de mutage´ne`se.
8. Bien que la figure 8.6 indique un Kd de 20 µM pour l’interaction SP 08/SH3, nous estimons qu’une large
part du peptide SP 08 n’est plus cyclise´ lorsque nous re´alisons la mesure, et donc que cette expe´rience sous-estime
largement l’affinite´ de ce ce peptide. Ceci est e´galement confirme´ dans le chapitre suivant, p. 183.
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8.4 Spectroscopie par corre´lation de fluorescence
8.4.1 Objectifs
Les expe´riences de mesures d’affinite´ par anisotropie de fluorescence du premier peptide
fluorescent que nous avons synthe´tise´ (JS 21) ayant donne´ des re´sultats montrant une faible
affinite´ (de l’ordre de quelques centaines de µM), nous avons recherche´ une de´monstration plus
« directe » de l’interaction SH3-peptide JS 21.
Pour cela, nous avons pu utiliser les installations du Centre de Biochimie Structurale de
Montpellier, qui dispose d’une chaˆıne optique permettant de re´aliser une expe´rience de spec-
troscopie par corre´lation de fluorescence (FCS Fluorescence Correlation Spectroscopy, Elson &
Magde, 1974, Magde et al., 1974, Ponder & Elson, 2004).
Le dispositif expe´rimental que nous avons utilise´ est donc tout a` fait semblable a` celui de´crit
par Margeat et al. (2001) :
– Excitation biphotonique : laser Titane-Saphire bloque´ en mode femto-seconde a` 780nm,
pompe´ par un laser Nd:YVO4 double´ intracavite´,
– Microscope : Zeiss Axiovert 200, objectif Plan Apochromat × 63 a` huile,
– De´tection : APD (avalanche photodiode) couple´ a` une carte d’acquisition sur PC.
8.4.2 Principe expe´rimental
Cette expe´rience consiste a` re´aliser une excitation du fluorophore dans un tre`s faible volume,
de l’ordre du femtolitre (∼ 10−15 L, tel qu’avec une forte probabilite´, il n’y ait au maximum
qu’une mole´cule fluorescente e´claire´e) a` l’aide d’un laser bi-photonique 9, au travers de l’optique
d’un microscope (Edman, 2000, Schwille et al., 1999, Craenenbroeck & Engelborghs, 1999, Ber-
land et al., 1995). Les photons e´mis par le fluorophore lors de sa de´sexcitation sont compte´s
toujours au travers de ce microscope. Durant la dure´e de vie de l’e´tat excite´ du fluorophore, le
peptide greffe´ diffuse dans le milieu et a donc une certaine probabilite´ de sortir du volume focal
du microscope, cette probabilite´ de´pendant directement du cœfficient de diffusion du peptide
(figure 8.8).
9. L’excitation bi-photonique consiste a` utiliser un laser e´mettant a` des photons de longueur d’onde double
de celle ne´cessaire a` exciter le fluorophore choisi. Dans le volume focal du microscope, ces photons peuvent se
combiner pour former un photon de longueur d’onde moitie´, qui peut exciter le fluorophore. Cette technique a
l’avantage de ne pas exciter le fluorophore en dehors du volume focal, et donc de ne pas ge´ne´rer de fluorescence
parasite d’arrie`re plan.
CONFIDENTIEL
E´valuation des affinite´s des peptides synthe´tise´s 171
II
I
Fl
u
o
re
sc
en
ce
T ime Time
Fl
u
o
re
sc
en
ce
Low Correlat ion G(τ) High Correlat ion G(τ)
Fig. 8.8 – Principe de la spectroscopie par corre´lation de fluorescence (d’apre`s Molecular Probes,
2004b).
En annexe B.6.2 (p. 232), nous avons de´taille´ les calculs permettant de relier
corre´lation de fluorescence et cœfficient de diffusion.
8.4.3 Re´sultats
La figure 8.9 pre´sente les re´sultats des mesures de corre´lation de fluorescence.
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(a) Peptide JS21 1 nM seul
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(b) Peptide JS21 1 nM + RasGAP-SH3 200µM
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Fig. 8.9 – Autocorre´lations mesure´es pour l’e´tude de la fixation du peptide JS 21 sur le domaine
SH3 de RasGAP, et cœfficients de diffusion Dτ .
Nous avons d’abord mesure´ par FCS la corre´lation de fluorescence du peptide JS 21 seul
CONFIDENTIEL
III
172 Spectroscopie par corre´lation de fluorescence
(figure 8.9(a)).
Apre`s ajout du domaine SH3 de RasGAP dans l’e´chantillon, nous avons pu constater, apre`s
une nouvelle mesure de la corre´lation de fluorescence (figure 8.9(b)), une augmentation du cœf-
ficient de diffusion du peptide JS 21. Cette expe´rience nous a donc permis de renforcer, par une
technique sensiblement diffe´rente de la mesure d’anisotropie de fluorescence, la de´monstration
de la fixation du peptide JS 21 (tableau 8.9(c)).
Conclusion du chapitre 8
Ce chapitre nous a donc permis d’obtenir un ordre de grandeur des affinite´s pour le domaine
SH3 de RasGAP des peptides line´aires et cycliques, synthe´tise´s a` partir des aptame`res, et donc
de confirmer les diffe´rentes hypothe`ses formule´es.
Ainsi, nous avons notamment apporte´ la preuve que la cyclisation de peptides issus de re´gions
variables est une approche pertinente pour mimer les interactions des aptame`res peptidiques.
De plus, la simplicite´ de la mise en œuvre de l’expe´rience de mesure d’affinite´ par anisotropie
de fluorescence en fait une e´tape tre`s importante dans la validation des mole´cules que l’e´tude
structurale pre´sente´e dans le chapitre suivant nous permettra de concevoir.
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Chapitre 9
Analyse structurale des complexes
SH3-peptides issus d’aptame`res
Ce chapitre de´crit la dernie`re phase des travaux re´alise´s, qui tente de tisser des liens
sur des bases structurales entre les diffe´rents re´sultats obtenus. Son objectif est
de proposer une explication rationnelle aux diffe´rences d’affinite´s en e´tudiant les
sites de fixation des diffe´rents peptides que nous avons pu tester. Dans un premier
temps, nous avons cherche´ a` comple´ter et confirmer les informations obtenues par
mutage´ne`se dirige´e, pour de´finir pre´cise´ment le (ou les) site(s) d’interaction des
aptame`res a` la surface du domaine SH3 de RasGAP. Ensuite, nous avons envisage´
par mode´lisation mole´culaire les diffe´rentes conformations que pouvaient prendre
les peptides synthe´tise´s a` la surface de RasGAP-SH3, pour tenter de proposer des
modifications de ces peptides afin de les rendre plus solubles et plus affins.
Nous avons choisi de´libe´re´ment la Re´sonance Magne´tique Nucle´aire comme technique d’e´tude
structurale des complexes RasGAP-SH3/peptides synthe´tiques issus de re´gions variables d’ap-
tame`res. Ceci s’est impose´ e´tant donne´ que la structure de ce domaine SH3 a e´te´ re´solue en
utilisant cette technique. De plus, l’enrichissement isotopique 15N, peu couˆteux et relativement
facile a` obtenir, nous promettait de pouvoir utiliser rapidement (d’autant plus que sa faible taille
permet des temps d’acquisition courts) la RMN pour e´tudier la formation de complexes entre
ce domaine SH3 et ses nouveaux ligands. La RMN permet par exemple de faire une premie`re
e´valuation de la qualite´ de la reconnaissance de ces ligands. Enfin, nous avons e´galement choisi
cette technique en raison de la difficulte´ qu’ont e´prouve´e diffe´rentes e´quipes a` obtenir la cris-
tallisation de ce domaine, ce qui n’a toujours pas permis, a` l’heure actuelle, la re´solution de sa
structure a` haute re´solution par diffraction de rayons X.
9.1 Obtention d’informations structurales par RMN
L’utilisation de la re´sonance magne´tique nucle´aire (RMN) en pharmacochimie a fait l’objet
de nombreux articles et revues. On peut notamment citer les tre`s brillantes revues de Pellecchia
et al. (2002) et de Heller & Kessler (2001).
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9.1.1 Expe´rience RMN 2D he´te´ronucle´aire HSQC 15N/1H
Principe
Seule l’expe´rience HSQC 15N/1H (Heteronuclear Single Quantum Correlation, Bodenhausen
& Ruben, 1980), essentielle a` notre e´tude, est de´crite. Elle permet de mesurer les de´placements
chimiques des atomes d’azote 15N couple´s a` des protons 1H, par corre´lation du spin de l’azote avec
le spin de l’hydroge`ne proche. Les donne´es provenant de cette expe´rience sont pre´sente´es sur un
graphique a` deux dimensions, ne posse´dant pas de syme´trie suivant une diagonale, e´tant donne´
que les deux axes ne correspondent pas aux meˆmes types d’atomes. La se´quence d’impulsion
caracte´ristique de cette expe´rience est pre´sente´e sur la figure 9.1.
t1/2
FID
t1/2 Decoupl.
1H
15N
τ τ τ τ t2
90 180 90 90 180180
180 90 90 180180
Fig. 9.1 – Se´quence HSQC 15N/1H classique
Apparaissent donc sur les spectres a` deux dimensions des pics correspondant chacun a` un
couple d’atomes 15N/1H. Lorsque l’on e´tudie des chaˆınes polypeptidiques par cette expe´rience,
on obtient naturellement un pic par acide amine´ correspondant au couple N-H de la chaˆıne
principale (sauf pour les Prolines), et suivant les conditions, un pic pour les N-H de la chaˆıne
late´rale des Tryptophanes, et deux pour chacun des deux protons NH2 de la chaˆıne late´rale des
Asparagines et Glutamines.
L’inte´reˆt de cette expe´rience est notamment de permettre l’e´tude d’une prote´ine enrichie en
azote 15 en pre´sence de diffe´rents ligands non enrichis. Sur les diffe´rents spectres obtenus, seuls
les signaux de la prote´ine enrichie en 15N sont pre´sents. La comparaison des spectres obtenus
avec ou sans ligand permet d’identifier les acides amine´s implique´s dans l’interaction si celle-
ci a lieu. En effet, la liaison d’un ligand sur cet acide amine´ va modifier les environnements
e´lectroniques du couple H/N et donc de´placer son pic sur le spectre HSQC 15N/1H.
L’ensemble des modifications des pics du spectre HSQC va donc de´finir une empreinte des
diffe´rents ligands e´tudie´s sans avoir a` attribuer totalement les spectres RMN (en particulier, il
n’est pas ne´cessaire d’attribuer les signaux dus au ligand, qui ne sont pas visibles sur les spectres
HSQC s’il n’est pas marque´ au 15N). Cette technique peut meˆme eˆtre utilise´e pour cribler de
petites chimiothe`ques, en enregistrant pour chaque compose´ le spectre HSQC en pre´sence de la
prote´ine enrichie cible´e (Meyer & Peters, 2003, Tisne´ & Dardel, 2002).
Application a` nos travaux
En pre´alable a` l’utilisation de cette technique pour l’obtention d’informations structurales
concernant les complexes SH3/peptides issus d’aptame`res, il e´tait ne´cessaire d’obtenir une at-
tribution comple`te du spectre HSQC 15N/1H de ce domaine. Pour cela, nous avons utilise´ l’ex-
pe´rience 3D he´te´ronucle´aire HSQC-NOESY, qui consiste a` ajouter au spectre HSQC 2D une
troisie`me dimension correspondant aux corre´lations a` longue distance entre protons (NOE, Nu-
clear Overhauser Effect, Carver & Slichter, 1953). Nous avons ainsi pu attribuer inte´gralement
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les re´sonances des noyaux d’azote du domaine SH3 de RasGAP, en nous appuyant sur les attri-
butions des protons qui avaient de´ja` e´te´ re´alise´es (Yang et al., 1994, cf. annexe D, p. 241).
9.1.2 Re´sultats
Les figures suivantes pre´sentent les spectres HSQC que nous avons re´alise´s en collaboration
avec MM. Yinshan Yang et Michel Kochoyan, au Centre de Biochimie Structurales de Mont-
pellier. Ces spectres ont e´te´ enregistre´s sur le spectrome`tre RMN Bruker Avance➋ 600 MHz, en
utilisant une cryo-sonde.
Peptides JS 09, JS 15, JS 17 et JS 21
Les premiers peptides que nous avons synthe´tise´s, principalement sur la base d’alignements
de se´quence et de premiers re´sultats de mesures d’affinite´ par anisotropie de fluorescence sont
les suivants :
Aptame`re Peptide Se´quence Notes
RG 01 JS 09 Antennapedia–Ahx–LWGISSSELVL Seul peptide soluble obtenu a` partir de RG01
RG 26
JS 21 Fluo–Ahx–ASTFPKPPRFYHV
JS 15 KPPRFYHV 8 derniers acides amine´s de RG 26
RG 20 JS 17 GSPEFYHV 8 derniers acides amine´s de RG 20
La figure 9.2 pre´sente la superposition des spectres HSQC 15N/1H du domaine SH3 complexe´
avec ces peptides 1. La plupart de ces peptides dont les affinite´s mesure´es sont relativement
faibles, de l’ordre de la centaine de micromolaire) lors de leur fixation sur le domaine SH3,
provoquent un de´placement des pics des N-H de certains acides amine´s, mais l’intensite´ de ces
modifications reste tre`s modeste. E´tant donne´ les Kd de ces peptides pour le domaine SH3, on
s’attendait tout a` fait a` ne pas voir de signaux tre`s intenses sur cette figure. Cependant, ces
de´placements semblent toutefois significatifs, et la figure 9.3 montre les de´tails de ces spectres,
au niveau des acides amine´s probablement les plus implique´s dans les interactions : H36, N37,
E38, E40, V41, V58 et D60.
La figure 9.4 pre´sente les re´sultats « quantifie´s » des modifications des positions des pics des
spectres pre´sente´s sur la figure 9.2. On voit nettement sur cette figure que les modifications des
positions de pics interviennent pour la plupart des peptides teste´s sur les meˆmes acides amine´s,
ce qui permet de penser qu’ils partagent le meˆme site d’interaction. Ces peptides e´tant de´rive´s
des aptame`res RG 01, 20 et 26, ce re´sultat semble tout a` fait en accord avec celui obtenu par
mutage´ne`se du domaine SH3 et double-hybride (cf. p. 132).
1. Apre`s acquisition et traitement a` l’aide du logiciel XWinNMR (Bruker), les spectres ont e´te´ retravaille´s a`
l’aide du logiciel Sparky (Goddard & Kneller, 2004).
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Fig. 9.2 – Spectres HSQC 15N/1H du domaine SH3 de RasGAP, en pre´sence ou non de peptides issus de re´gions variables d’aptame`res.
Conditions communes aux diffe´rentes expe´riences : 305 ➦K, pH = 6, 8, [SH3] = 0, 1mM . Vert : sans peptide ; Orange : JS 21 2mM ; Bleu : JS 15
2mM ; Rouge : JS 17 2mM
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9.6
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9.5
9.4
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9.3
9.3
9.2
9.2
9.1
9.1
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125 125
A12N-H
H36N-H
(a) H36
7.4
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7.2
7.2
7.0
7.0
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6.6
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114 114
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112 112
111 111
110 110
109 109
D60N-H
V62N-H
I25N-H
N48NH2-?
N37NH2-? Q54NH2-?
Q78NH2-?
(b) N37
8.9
8.9
8.8
8.8
8.7
8.7
8.6
8.6
8.5
8.5
125.0 125.0
124.5 124.5
124.0 124.0
123.5 123.5
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122.5 122.5
E38N-H
W45N-H
D6N-H
E64N-H
R9N-H
(c) E38
8.3
8.3
8.2
8.2
8.1
8.1
8.0
8.0
118.5 118.5
118.0 118.0
117.5 117.5
117.0 117.0
116.5 116.5
M32N-H
Q54N-H
I34N-HE40N-H
(d) E40
8.7
8.7
8.6
8.6
8.5
8.5
117.5 117.5
117.0 117.0
116.5 116.5
116.0 116.0
115.5 115.5
H72N-H
D41N-H
(e) D41
7.5
7.5
7.4
7.4
7.3
7.3
7.2
7.2
7.1
7.1
121.5 121.5
121.0 121.0
120.5 120.5
120.0 120.0
119.5 119.5
119.0 119.0
V58N-H
W43N-H
(f) V58
7.4
7.4
7.3
7.3
7.2
7.2
7.1
7.1
116.5 116.5
116.0 116.0
115.5 115.5
115.0 115.0
114.5 114.5
114.0 114.0
113.5 113.5
E53N-H
L61N-H
D60N-H
Q78NH2-?
(g) D60
Fig. 9.3 – De´tails de la figure 9.2
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JS21 2mM
(issu de RG26)
DRRRVRAILPYTKVPDTDEISFLKGDMFIVHNELEDGWMWVTNLRTDEQGLIVEDLVEEVGREEDPHEGKILQ
.
10
.
20
.
30
.
40
.
50
.
60
.
70
↑
K18 H36 N37 E38 E40 D41 V58 E59 D60 L61
JS15 2mM
(issu de RG26, 8 derniers acides amine´s seulement)
DRRRVRAILPYTKVPDTDEISFLKGDMFIVHNELEDGWMWVTNLRTDEQGLIVEDLVEEVGREEDPHEGKILQ
.
10
.
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.
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.
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.
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.
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.
70
↑
K18 H36 N37 E38 E40 D41 V58 E59 D60 L61
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(issu de RG20, 8 derniers acides amine´s seulement)
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Fig. 9.4 – De´placement des pics des spectres 15N-1H-HSQC du domaine SH3 de RasGAP en
pre´sence de diffe´rents peptides. Les histogrammes ont e´te´ obtenus en calculant une valeur repre´-
sentant les de´placement chimiques a` la fois suivant les directions N et H : (∆δ2N/25 + ∆δ
2
H)
1/2.
De haut en bas : JS21 2mM (spectre n◦10); JS15 2mM (spectre n◦11); JS17 2mM (spectre
n◦13); JS09 1mM (spectre n◦14). Spectre de re´fe´rence : SH3 100µM dans tampon sodium
phosphate 50mM pH 6.8, NaCl 100mM, 305◦K (spectre n◦12). Les principales re´gions subissant
des modifications sont note´es sur cette figure.
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Peptide SP 10, issu de RG 27
Le peptide SP 10, dont la se´quence est issue de l’aptame`re RG 27 (cf. p. 146) est un peptide
cyclise´ par la construction d’un pont disulfure entre les chaˆınes late´rales des deux cyste´ines qu’il
posse`de.
C
S
NH
2
G P K W V V S H A R L M Y S F G P C
S
COOH
Cette cyclisation est particulie`rement sensible, puisqu’elle peut eˆtre ouverte par l’action
de nombreux agents re´ducteurs. Nous avons ainsi duˆ e´carter le DTT des compositions de nos
tampons de purification de prote´ines recombinantes.
La figure 9.6 pre´sente les spectres HSQC 15N/1H comparant l’e´tat du domaine SH3 de
RasGAP seul et en pre´sence de ce peptide cyclique SP 10. De nombreux pics sont de´place´s par la
fixation de ce peptide sur le domaine SH3. Les acides amine´s probablement les plus implique´s
dans cette interaction sont V19, E40, W43 et V58. En effet, les pics correspondant aux N-H de ces
acides amine´s sont bien visibles sur le spectre du domaine SH3 seul, lors de l’ajout du peptide
SP 10, leurs pics sont fortement de´place´s (V58) ou disparaissent (V19, E40, W43).
Ces de´placement et disparition de pics s’expliquent par une modification importante de
l’environnement e´lectronique des noyaux des N-H de ces acides amine´s, par e´change entre les
deux e´tats du domaine SH3 : libre et lie´ au peptide SP 10.
A l’e´quilibre thermodynamique (qui est l’e´tat dans lequel se de´roulent les expe´riences de
RMN que nous avons re´alise´es), la coexistence de ces deux espe`ces SH3 et SH3·SP10 est re´gie
par l’e´quation bilan suivante :
SH3 + SP10
kon
●●●●●●●❇❋ ●●
koff
SH3 · SP10
ou` kon et koff de´signent les constantes cine´tiques de formation et de se´paration du complexe,
qui de´pendent de la tempe´rature. Aux relativement faibles concentrations auxquelles nous tra-
vaillons, la formation du complexe e´tant probablement principalement limite´e par la diffusion,
kon peut eˆtre conside´re´e comme relativement proche de la valeur limite de diffusion, typiquement
de 107 a` 108M−1. s−1 (Prestegard, 2004).
Les Kd que nous avons estime´s pour l’interaction du peptide SP 10 avec le domaine SH3
sont de l’ordre de 1µM 2. La relation
Kd =
koff
kon
nous permet donc d’estimer la valeur de koff entre 10 et 100 s
−1. Cette vitesse de dissociation du
complexe SH3 ·SP10 la place dans la gamme des e´changes interme´diaires, entre e´changes lents et
e´changes rapides 3. L’ordre de grandeur des vitesses d’e´changes entre les deux e´tats (libre et lie´
a` SP 10) a une influence directe sur les positions et largeur des raies des couples N-H des acides
amine´s implique´s dans cette interaction. Dans le cas de l’e´change a` vitesse « interme´diaire »,
2. La re´action de dissociation SH3 · SP10
kon
●●●●●●●●❆ SH3 + SP10 est donc d’ordre 1 et a une vitesse v =
d(SH3·SP10)
dt
= kon. La demie-vie du complexe est naturellement de l’ordre de : t1/2 = log(2)/kon ; et donc
dans notre cas : t1/2 est compris entre 3 et 30ms.
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un e´largissement des raies a fre´quemment lieu, qui peut se traduire par une disparition dans le
bruit de fond des pics les plus implique´s dans l’interaction. Cependant, de telles disparitions de
pics peuvent e´galement re´sulter d’une modification de la mobilite´ des atomes conside´re´s, due a`
la fixation du ligand.
Ainsi, les pics correspondant aux N-H des acides amine´s V19, E40 et W43 disparaissent lors
de l’ajout de SP 10 sur la figure 9.6, tre`s probablement en raison de leur relativement forte
implication dans l’interaction SH3/SP 10. La figure 9.5 pre´sente un de´tail de la figure 9.6,
montrant la disparition du pic de la valine 19.
129 129
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126 126
125 125
ω
1
 -
 1
5
N
  
(p
p
m
)
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8.3
8.3
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7.9
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ω2 - 
1H  (ppm)
V35N-H
L77N-HV19N-H
9N-H
Fig. 9.5 – De´tail de la figure 9.6, montrant la nette disparition du pic correspondant au couple
N-H de V19.
3. Plus ge´ne´ralement, la seule indication du Kd d’un complexe permet de conside´rer que l’on se place dans les
conditions d’e´change suivantes (Bertho, 1998) :
- Kd entre 10
−3 et 10−6M : e´change rapide (1mM -1µM)
- Kd entre 10
−6 et 10−7M : e´change interme´diaire (1µM -100nM)
- Kd infe´rieur a` 10
−7M : e´change lent (<100nM)
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Fig. 9.6 – Spectres HSQC du domaine SH3 seul (noir) et en pre´sence du peptide SP10 (rouge).
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Fig. 9.7 – Empreinte du peptide SP10 sur le domaine SH3 de RasGAP
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Oxydation du pont disulfure Les expe´riences de mesures d’affinite´ par anisotropie de fluo-
rescence (cf. p. 168) nous ont de´ja` laisse´ imaginer que la cyclisation par pont disulfure pouvait
facilement eˆtre de´grade´e par des mole´cules pre´sentes dans le lysat bacte´rien et non suffisamment
e´limine´es par la purification du domaine SH3. Effectivement, lors d’une tentative d’obtention
d’informations structurales comple´mentaires par acquisition longue d’un spectre NOESY (8h),
nous avons assiste´ a` la de´gradation du peptide cyclique. En effet, avant cette acquisition, un
spectre HSQC 15N/1H avait e´te´ enregistre´, et e´tait tout a` fait semblable a` celui pre´sente´ sur la
figure 9.6. En revanche, apre`s la longue acquisition NOESY, un nouveau spectre HSQC 15N/1H
a e´te´ enregistre´, ne pre´sentant plus que de tre`s faibles diffe´rences avec le spectre du domaine SH3
seul et tout a` fait semblable au spectre du me´lange SH3 / peptide line´aire issu de RG 27. Cette
de´gradation au cours de l’acquisition du spectre NOESY n’a pas permis d’obtenir d’informations
de tre`s grande qualite´, mis a` part une nouvelle confirmation de l’interaction par l’apparition de
pics NOE correspondant a` l’interaction du peptide avec le W43 du domaine SH3
4.
Aptame`re RG 27 entier
Nous avons e´galement re´alise´ des expe´riences HSQC 15N/1H pour essayer de confirmer que
le site d’interaction du peptide SP 10 sur le domaine SH3 de RasGAP e´tait le meˆme que celui de
l’aptame`re entier RG 27. Pour cela, nous avons exprime´ l’aptame`re RG 27 enrichi en 15N (par
expression de la prote´ine dans E. coli et purification) et enregistre´ les spectres RMN dans les
meˆmes conditions que pre´ce´demment.
Le spectre HSQC de RG 27 seul montre que la boucle variable est tre`s peu structure´e
(raies tre`s larges). En revanche, lors de la formation du complexe avec le domaine SH3, la
structure de cette boucle variable se stabilise. Il s’agit tre`s probablement d’un phe´nome`ne de
« stabilisation induite » par le domaine SH3 (induced folding) qui a de´ja` e´te´ observe´ dans de
nombreux exemples, notamment lors de l’e´tude de la conformation adopte´e par des aptame`res
ARN (Dieckmann et al., 1996).
9.2 Mode´lisation mole´culaire du complexe RasGAP-SH3/peptide
SP 10
Cette section pre´sente les tentatives d’obtention de structures du complexe SH3/SP 10 par
mode´lisation mole´culaire a` partir des donne´es obtenues par mutage´ne`se (cf. p. 131) et par RMN.
9.2.1 Introduction a` la mode´lisation mole´culaire
La mode´lisation mole´culaire est l’utilisation de l’outil informatique pour analyser, simuler
et pre´dire le comportement de mole´cules, en se plac¸ant a` l’e´chelle atomique. La premie`re e´tape
de cette de´marche consiste a` utiliser des donne´es expe´rimentales (principalement obtenues par
RMN et par cristallographie aux rayons X) pour concevoir un mode`le tridimensionnel de la ge´o-
me´trie des mole´cules e´tudie´es. La mode´lisation mole´culaire permet ensuite de simuler diffe´rents
e´ve´nements, par exemple l’activite´ enzymatique d’une prote´ine ou l’interaction entre un ligand
et son re´cepteur.
4. Il s’agit des seuls signaux ayant pu eˆtre attribue´s avec certitude, e´tant donne´ la position particulie`re des
re´sonances du proton Hǫ des Tryptophanes.
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La difficulte´ de l’utilisation de la mode´lisation mole´culaire pour e´tudier les macromole´cules
que sont les prote´ines tient a` leur taille souvent tre`s importante. En effet, la simulation de
ces mole´cules de grande taille requiert la description de la position et des interactions de tous
les atomes les composant. Le nombre de parame`tres atteint donc tre`s vite plusieurs dizaine de
milliers.
Deux types « d’expe´riences » sont couramment utilise´es : la dynamique et la minimisation
mole´culaire. Ces deux expe´riences ne´cessitent le calcul de la fonction d’e´nergie du syste`me e´tudie´.
Ce calcul, re´alise´ le plus souvent de fac¸on empirique en utilisant des champs de force mole´cu-
laires 5 6 est l’e´tape cruciale de la mode´lisation mole´culaire : son calcul est long, et de la pre´cision
de la technique utilise´e de´pend la qualite´ de la simulation.
La minimisation mole´culaire consiste a` rechercher, a` partir d’une conformation quelconque
du syste`me, une conformation meilleure, c’est a` dire posse´dant une e´nergie minimale. L’espace
conformationnel a` explorer pour la recherche de ce minima posse´dant au moins 3 ·N -dimensions
(ou` N est nombre d’atomes du syste`me et donc 3 ·N est le nombre de coordonne´es de´finissant
une conformation), la minimisation ne peut conduire qu’a` un minima local 7.
La dynamique mole´culaire 8 est une me´thode de simulation de trajectoires mole´culaires par
inte´gration nume´rique des e´quations du mouvement de chaque atome du syste`me e´tudie´, qui
s’e´crivent, pour chaque particule i : {
mi
d2ri(t)
dt2
= fi(t)
fi(t) = −∂V (r
N )
∂ri(t)
Dans cette expression, V de´signe le potentiel de´rivant du champ de force empirique, et qui
comprend diffe´rents termes, correspondant principalement aux liaisons intramole´culaires, ainsi
qu’aux forces de Van der Waals et e´lectrostatiques.
9.2.2 Donne´es de de´part pour la mode´lisation
La figure 9.8 propose une comparaison des donne´es concernant le site de fixation du peptide
SP 10 obtenues par RMN et des donne´es obtenues par mutage´ne`se sur l’interaction SH3/aptame`re
RG 27, dont SP 10 est de´rive´.
DRRRVRAILPYTKVPDTDEISFLKGDMFIVHNELEDGWMWVTNLRTDEQGLIVEDLVEEVGREEDPHEGKILQ
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↑ ↑ ↑ ↑
Fig. 9.8 – De´placements des raies du spectre HSQC de RasGAP-SH3 suite a` la fixation de SP10.
Les fle`ches (↑) indiquent les acides amine´s mute´s et ayant fait l’objet d’une e´tude par double-hybride (cf.
p. 131).
5. L’e´nergie du syste`me peut e´galement eˆtre calcule´e ab initio, en revenant aux principes quantiques de la
chimie.
6. Les champs de force les plus souvent utilise´s sont AMBER (Pearlman et al., 1995), OPLS (Damm et al.,
1997), CVFF et CFF91 (Asensio et al., 1995).
7. Plusieurs algorithmes sont utilise´s pour la recherche efficace d’un bon minima local : notamment les algo-
rithmes de steepest descent (Curry, 1944) et du gradient conjugue´ (Stich et al., 1989).
8. Voir par exemple Chipot (2000-2003).
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Les donne´es obtenues par RMN avec le peptide issu de RG 27 et par mutage´ne`se sur l’ap-
tame`re entier sont donc en accord. Cette e´tude nous a permis d’identifier les principaux acides
amine´s implique´s dans la liaison entre le domaine SH3 et le peptide SP 10.
Les figures 9.7 et 9.9 pre´sentent le site de fixation du peptide SP 10.
Fig. 9.9 – De´tail du site de fixation du peptide SP10 sur le domaine SH3 de RasGAP.
Ces informations nous ont permis de mener une e´tude par mode´lisation mole´culaire du com-
plexe SH3/peptide SP10, pre´sente´e ci-dessous.
9.2.3 Mode´lisation mole´culaire
A l’aide du logiciel Discover, nous avons simule´ diffe´rentes conformations probables du pep-
tide SP10 (peptide cyclique issu de l’aptame`re RG27) docke´ sur le domaine SH3 de RasGAP.
Le protocole que nous avons utilise´, qui s’apparente a` un algorithme de recuit simule´ (simulated
annealing, propose´ par Kirkpatrick et al., 1983, Cerny, 1985), est pre´sente´ en annexe E (p. 247).
La figure 9 9.10 repre´sente diffe´rentes conformations obtenues apre`s e´volution libre du peptide
docke´ initialement a` proximite´ du W43 de RasGAP-SH3.
Les figures 9.10(a) et 9.10(b) pre´sentent chacune une conformation issue d’une se´rie de deux
expe´riences de dynamique mole´culaire. Chacune d’elle porte deux nume´ros (ex : [015 027]). Le
premier nume´ro se re´fe`re a` une premie`re conformation que nous avons se´lectionne´e et resoumise
a` e´volution dynamique. A l’issue de cette seconde simulation, nous avons se´lectionne´ plusieurs
conformations repre´sentatives (identifie´es par un second nume´ro), d’e´nergies totales similaires.
9. Trace´s re´alise´s a` l’aide du logiciel LigPlot (Wallace et al., 1995). Ce logiciel permet de projeter sur une surface
plane les fragments pertinents d’une repre´sentation tridimensionnelle d’une interaction de type ligand/re´cepteur.
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Trp 43
Leu 56
Val 58
Gly 42
Ile 57
Asp 21
Thr 22
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(b) Conformation 015 058
Ligand bond
Non-ligand bond
3.0 Hydrogen bond and its length
His 53 Non-ligand residues involved in hydrophobic
contact(s)
Corresponding atoms involved in hydrophobic contact(s)
Fig. 9.10 – Exemples de conformations obtenues par mode´lisation mole´culaire
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La figure 9.11 pre´sente l’une de ces conformations (la conformation [015 027]). On voit
nettement que le peptide SP10 se place au sein de la poche hydrophobe pre´sente´e p. 86.
Fig. 9.11 – Structure du peptide SP10 (cyclise´ par un pont disulfure) docke´ sur le domaine
SH3 de RasGAP. Cette conformation obtenue par mode´lisation mole´culaire correspond a` la
conformation [015 027].
Nous avons par la suite se´lectionne´ la conformation [015 058], qui nous paraˆıt correspondre
le mieux a` la fois aux informations issue de ces premie`res expe´riences de RMN, et e´galement aux
informations obtenues en double-hybride a` l’aide de la mutage´ne`se du domaine SH3 de RasGAP.
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Une observation attentive de la conformation [015 058] montre que plusieurs acides amine´s du
peptide SP10 semblent ne jouer aucun roˆle dans l’interaction avec le domaine SH3 de RasGAP.
Notamment, la Leucine12 ne semble participer a` aucune interaction. Nous avons donc propose´
une modification de cet acide amine´ en Lysine, et soumis ce nouveau peptide mute´ SP10L12K
a` une nouvelle e´volution par dynamique mole´culaire, en partant d’une configuration proche
de celle de [015 058]. Les re´sultats de cette expe´rience sont pre´sente´s sur la figure 9.12. Cette
expe´rience de mutation permet donc, comme souligne´ sur cette figure par les deux fle`ches rouges,
de remplacer un re´sidu hydrophobe ne re´alisant probablement pas beaucoup d’interactions avec
le domaine SH3 par un re´sidu participant a` la solubilite´ du peptide et capable de rechercher des
interactions supple´mentaires. Ainsi, la Lysine K12 qui remplace la Leucine L12 est susceptible
d’interagir notamment avec l’acide aspartique D23 du domaine SH3.
Ce type de mutage´ne`se in silico s’ave`re donc eˆtre une e´tape indispensable avant la synthe`se de
peptides modifie´s pour la recherche d’une ame´lioration de la solubilite´ et de l’affinite´ d’inhibiteurs
du domaine SH3 de RasGAP.
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Fig. 9.12 – Comparaison entre les structures mode´lise´es des peptides SP10 et SP10L12K
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Conclusion du chapitre 9
Site d’interaction
Cette e´tude structurale, a` la fois par l’obtention de donne´es expe´rimentales par RMN, et par
mode´lisation mole´culaire, nous a permis de de´terminer assez pre´cise´ment le site d’interaction
du peptide cyclique SP 10. D’apre`s les expe´riences de mutage´ne`se re´alise´es (p. 132), ce peptide
posse`de approximativement le meˆme site d’interaction que l’aptame`re RG 27 dont il est de´rive´.
Nous n’avons pas encore a` ce jour teste´ l’activite´ cellulaire du peptide, mais e´tant donne´ les
excellentes proprie´te´s de l’aptame`re RG 27, nous pensons que ce peptide, une fois vectorise´,
posse´dera cette meˆme activite´ sur cellules tumorales.
Ces re´sultats me´ritent d’eˆtre compare´s a` ceux obtenus dans le laboratoire du Pr. Wid-
mann. Cette e´quipe a montre´ re´cemment que le peptide issu du domaine SH3 de RasGAP
317WMWVTNLRTD326
10 permet une significative sensibilisation de cellules tumorales a` l’action d’agents
cytotoxiques pro-apoptotiques (cf. p. 82, Michod et al., 2004).
L’effet que nous avons observe´ avec l’expression des aptame`res peptidiques dirige´s contre
le domaine SH3 de RasGAP est plus important que celui de´crit par Michod et al. (2004). Ceci
peut s’expliquer par le fait que le peptide utilise´ par cette e´quipe n’est pas optimal, en ce sens
qu’il ne mime certainement qu’une partie du site de fixation des ligands de RasGAP-SH3, et de
ce fait ne se fixe sur ces ligands qu’imparfaitement. La transduction des signaux mitoge`nes et
anti-apoptotiques ne peut donc qu’eˆtre seulement alte´re´e. L’approche inverse que nous avons
choisie est certainement plus puissante. En effet, nous avons pris pour cible le domaine SH3 lui
meˆme, dans le projet d’inhiber ses interactions avec tous ses partenaires, en essayant d’imiter
l’action de l’anticorps mAb200.
Cette approche nous semble donc porteuse de nombreux succe`s a` venir, et les donne´es obte-
nues ici concernant le site d’interaction seront tre`s bientoˆt comple´te´es, nous l’espe´rons, par une
structure comple`te du complexe SH3/peptide SP 10.
Target drugability
L’inhibition d’interactions prote´ine-prote´ine est un projet assez sensiblement diffe´rent de
celui de l’inhibition de l’activite´ enzymatique d’une prote´ine. La mise au point de la mole´cule
imatinib (de´ja` cite´e p. 1.3.3) est l’un des exemples les plus ce´le`bres de la conception d’inhibiteurs
de tyrosine kinase. La comparaison de la figure 1.4, qui repre´sente cette petite mole´cule au sein
du site actif de la kinase Abl, et de la figure 9.11 (p. 187), qui pre´sente le peptide SP 10 a` la
surface de RasGAP-SH3 permet d’avoir une ide´e pre´cise des diffe´rences entre ces deux approches :
– dans le cas d’imatinib, il s’agit d’obtenir une mole´cule de petite taille, s’inscrivant le mieux
possible dans une cavite´, en mimant une mole´cule universelle, l’ATP, mais en exploitant
certaines particularite´ de ses cibles pour ne pas interfe´rer avec d’autres processus cellulaires
et e´viter les effets inde´sirables ;
– dans notre proble´matique, il s’agit en revanche d’une large plate-forme dont les sites sus-
ceptibles de fournir des interactions sont relativement distants. Les inhibiteurs que nous
cherchons a` concevoir sont donc ne´cessairement plus grands et plus flexibles que des mo-
le´cules telles qu’imatinib.
Cependant, l’atypie du domaine SH3 de RasGAP permettra certainement d’obtenir des mo-
le´cules tre`s spe´cifiques de ce domaine, et donc n’entraˆınant pas d’effets non maˆıtrise´s. Ceci est un
10. Dans la nume´rotation que nous avons adopte´e, il s’agit des acides amine´s 43 a` 52 du domaine SH3.
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avantage important de cette strate´gie, notamment compare´e aux approches ciblant des domaines
SH3 conventionnels en utilisant comme mole´cule de de´part pour la conception d’inhibiteurs un
peptide riche en proline.
Enfin, la prote´ine RasGAP ne faisant pas partie des prote´ines fre´quemment mute´es dans les
cancers humains, il est tre`s peu probable que la cible SH3 puisse eˆtre alte´re´e au point de voir des
re´sistances apparaˆıtre par un tel me´canisme 11. Ceci repre´sente tre`s certainement un avantage
notable dans le cadre de la conception de mole´cules cible´es anti-tumorales, et donc un avantage
a` prendre en compte dans l’e´tude de la drugability de RasGAP-SH3 en tant que cible.
11. Ces me´canismes d’apparition de re´sistance ont de´ja` e´te´ cite´s a` propos d’imatinib, cf. p. 30.
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Chapitre 10
Publications
Brevet Aurora
Les pages suivantes pre´sentent le brevet «Methods to identify anti-tumoral agents inhibiting
RasGAP / Aurora kinase interactions ».
Autres publications en pre´paration
Pour des raisons de confidentialite´, nous ne souhaitons pas pour le moment publier les re´sul-
tats pre´sente´s dans ce manuscrit. En revanche, d’ici quelques mois, apre`s obtention de re´sultats
supple´mentaires et probablement apre`s l’obtention de peptides d’affinite´ meilleure, dont les struc-
tures seront brevete´es, ces travaux feront l’objet d’une publication pre´sentant l’ensemble de ce
travail.
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Abstract
The present invention concerns new methods for for
identifying a biologically active compound with anti-
tumoral properties wherein said compound is studied
for its capacity to inhibit the interaction:
• between RasGAP and the Drosophila
melanogaster Aurora kinase or an ortholog
of said kinase, or a fragment thereof able to
interact with RasGAP,
• or between RasGAP, an Aurora-binding protein
and the Drosophila melanogaster Aurora kinase or
an ortholog of said kinase, or a fragment thereof
able to interact with RasGAP.
1 Description
The present invention concerns new methods for
screening anti-tumoral agents and more particularly,
said agents are identified thanks to their capacity
to inhibit the interaction between RasGAP and the
Drosophila melanogaster Aurora kinase, or an ortholog
of said kinase, or between RasGAP, the Drosophila
melanogaster Aurora kinase, or an ortholog of said ki-
nase, and an aurora-binding protein.
Ras proteins play a key role in the control of prolifer-
ation and differentiation (Hall, 1990). Their signaling
pathway is often critical in tumorigenesis. Certain spe-
cific modifications of Ras proteins cause them to lose
their control and lead them to be oncogenic. A large
part of human tumours are associated with the pres-
ence of modified ras genes. In the same way, overex-
presssion of these Ras proteins can lead to deregula-
tion of cell proliferation. Taken overall, Ras proteins
are constituvely activated in 30% human tumours or
transduce essential signals from upstream oncogenic
proteins, such as growth factor receptors (HER2) or
cytosolic tyrosine kinase proteins (bcr-abl). An under-
standing of the mechanisms involved in Ras-dependent-
cell transformation constitutes one of the main objec-
tives of research in oncology.
The function of Ras in mammalian cells depends
upon the activities of guanine exchange factors (GEF),
which catalyze the exchange of GDP/GTP (Shou et al.,
1992), and the activities of GTPase-activating proteins
(GAP), such as RasGAP and neurofibromin (Xu et al.,
1990). RasGAP was first identified as a cytosolic pro-
tein which is present in all eucaryotic organims and
which is able to stimulate the GTP hydrolysis of GTP
bound to p21Ras (Gibbs et al., 1988) and is thus es-
sentially described as a negative regulator of Ras. The
association of p21Ras-GTP with RasGAP simultane-
ously triggers hydrolysis of the GTP and return of the
p21Ras to its inactive GDP form.
In the case of cells expressing oncogenic forms of Ras,
the mutation which they carry prevents return to the
inactive state and the equilibrium is displayed towards
the active form of p21Ras. Moreover, RasGAP is no
longer able to deactivate Ras. However, in these cells,
RasGAP acts as a Ras effector, displaying functions
associated with proliferation, differentiation and apop-
tosis, independently of its GAP activity (Tocque et al.,
1997). These effects may be transduced by unknown
RasGAP partners.
RasGAP possesses two regions which are responsible
for separate functions. RasGAP displays its GAP ac-
tivity via its COOH-terminus domain (Marshall et al.,
1989). Its NH2-terminus region appears to be essential
to trigger downstream signals (Clark et al., 1993, Mar-
tin et al., 1992). Interestingly, the NH2-terminus re-
gion contains several domains involved in interactions
with different proteins in vitro, notably an SH3 do-
main flanked by two SH2 domains. The SH2 domains
can associate with phosphorylated tyrosine kinase re-
ceptors (PDGF, EGF), v-Src and two phosphotyrosine-
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containing proteins, p62 and p190RhoGAP (Ellis et al.,
1990, Gibbs et al., 1990, Molloy et al., 1989).
SH3 domains are about 60 amino acids long and
generally mediate interactions with proline-containing
motifs within their partners (Musacchio et al., 1992).
The RasGAP SH3 domain is unusual, as no proline-
rich sequences able to bind this SH3 have been found.
SH3 domains are frequently found in signaling proteins
such as small adaptors (Grb2) and in enzymes such
as kinases (p85 of 3-phosphatidylinositol kinase), li-
pases (C.gamma phospholipases) and phosphatases, all
of which are implicated in transduction of the Ras pro-
teins signal. These data suggests that this domain is
of particular importance for directing protein/protein
interactions and therefore essential to the function of
the corresponding protein. So, inhibitors of interac-
tions with SH3 domains are considered to be potential
antitumor agents (Vidal et al., 2001).
In the particular case of the RasGAP protein, its SH3
domain is important in oncogenic Ras signaling path-
ways (Leblanc et al., 1999, 1998, Medema et al., 1992,
Schweighoffer et al., 1992). In fact, the micro-injection
of a monoclonal antibody directed against the RasGAP
SH3 domain specifically induces cell death by apoptosis
in tumour cells but not in normal cells (Leblanc et al.,
1999). The RasGAP SH3 domain is also involved in
cytoskeletal reorganization, cell adhesion and the in-
duction of gene expression in a Ras-dependent manner
(Leblanc et al., 1998, Medema et al., 1992, Schweighof-
fer et al., 1992). RasGAP associates with the G3BP
protein (GAP SH3-binding protein) and an unknown
14 kDa protein through its SH3 domain (Hu & Settle-
man, 1997, Parker et al., 1996). However, the RNase
G3BP was not related to the known roles of RasGAP
in the previous effects (Gallouzi et al., 1998, Guitard
et al., 2001).
The inventors have identified that the mitotic
”Aurora/Ipl1-related” kinases is a specific in vivo part-
ner of RasGAP. This interaction was confirmed by two-
hybrid system, co-immunoprecipitation in COS-7 cells
and pull-down assays in HeLa cells. RasGAP binds to
the kinase domain of Aurora proteins and this interac-
tion inhibits the kinase activity of Aurora proteins.
The members of the Aurora kinase family are re-
quired for the completion of mitotic events (centrosome
separation, bipolar spindle assembly, chromosome sep-
aration, and cytokinesis) and are often overexpressed
in tumor cells (Bischoff et al., 1998). The interaction
between RasGAP and Aurora kinase may be involved
in the regulation of cell division and therefore in tumor
cell proliferation. As a consequence, this interaction is
of particular interest for screening anti-tumoral agents.
The expression and activity of HsAIRK are cell
cycle-dependent (Giet & Prigent, 1999). In fact,
Aurora family proteins are produced during G2/M
transition and mitosis. Their activation, deactiva-
tion, and degradation by the proteasome are regu-
lated by phosphorylation (cAMP-dependent protein ki-
nase) and dephosphorylation (protein phosphatase 1)
processes (Walter et al., 2000). RasGAP may regulate
HsAIRKs by recruiting them together with kinases and
phosphatases, which are necessary for their activation
or their inactivation and further degradation.
Moreover, in G2/M synchronized cells, the inven-
tors have identified the formation of a ternary com-
plex between RasGAP, the Aurora/HsAIRK and sur-
vivin. This interaction between these three proteins
can be used for screening anti-tumoral agents, said
anti-tumoral agents being able to inhibit the formation
of the ternary complex.
As a consequence, the present invention concerns a
method for identifying a biologically active compound
with anti-tumoral properties wherein said compound is
studied for its capacity to inhibit the interaction:
• between RasGAP and the Drosophila
melanogaster Aurora kinase or an ortholog
of said kinase, or a fragment thereof able to
interact with RasGAP,
• or between RasGAP, an Aurora-binding protein
and the Drosophila melanogaster Aurora kinase or
an ortholog of said kinase, or a fragment thereof
able to interact with RasGAP.
In the present invention, the method for identifying
a biologically active compound with anti-tumoral prop-
erties consists in detecting the inhibition of at least one
of these interactions in presence of said compound.
By biologically active compound, the present inven-
tion gives particular consideration to natural or syn-
thetic compounds such as, for example, but not re-
stricted to proteins, polypeptides, peptides, peptide
aptamers, lipoproteins, polysaccharides, small mole-
cule compounds, non-peptidic molecules, etc. After the
identification of a biologically active compound likely
to present an anti-tumoral activity by using any meth-
ods of the present invention, the validation of its anti-
tumoral activity can be done thanks to any method
known by the one skilled in the art. Such a method
can be, for example, measurement of the inhibition of
cellular cloning efficiency on transformed cells trans-
fected with oncogenic p21RAS or HER2 (oncogenic
form of EGF receptor) (Cussac et al., 1999), mea-
surement of in vivo antitumoral activity on nude mice
xenografted with tumor expressing oncogenic p21Ras
or HER2 (Arvelo et al., 1994, Bras-Goncalves et al.,
2000).
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The method of the present invention in which
the interaction between RasGAP and the Drosophila
melanogaster Aurora kinase or an ortholog of said ki-
nase, or a fragment thereof able to interact with Ras-
GAP is studied comprises advantageously:
(a) contacting the Drosophila melanogaster Aurora
kinase or an ortholog of said kinase, or a fragment
thereof able to interact with RasGAP, with RasGAP or
a fragment thereof containing at least the SH3 domain,
and the compound to be tested,
(b) precipitating either RasGAP (or the fragment
thereof containing at least the SH3 domain) or the
Drosophila melanogaster Aurora kinase (or an ortholog
of said kinase, or a fragment thereof able to interact
with RasGAP),
(c) if at step (b) RasGAP or the fragment thereof
containing at least the SH3 domain is precipitated, de-
tecting the presence of the Drosophila melanogaster
Aurora kinase, an ortholog of said kinase or a fragment
thereof in the precipitate obtained at step (b),
(d) if at step (b) the Drosophila melanogaster Au-
rora kinase, an ortholog of said kinase or a fragment
thereof is precipitated, detecting the presence of Ras-
GAP or the fragment thereof containing at least the
SH3 domain in the precipitate obtained at step (b),
wherein if said Drosophila melanogaster Aurora ki-
nase, an ortholog of said kinase or a fragment of said
kinase is present at step (c), or if said RasGAP or the
fragment thereof containing at least the SH3 domain
is present at step (d), said compound is not an anti-
tumoral agent inhibiting said interaction.
The Drosophila melanogaster Aurora kinase which
can be used in the methods object of the present in-
vention is advantageously the protein whose amino acid
sequence is the sequence SEQ ID No. 4 in the se-
quence listing in the appendix. Moreover, the ortholog
of Drosophila melanogaster Aurora kinase which can
be used in the methods object of the present invention
can be any ortholog known by the one skilled in the
art. Said ortholog is preferably chosen in the group
comprising the human ortholog HsAIRK-1 (also called
Aurora B), the human ortholog HsAIRK-2 (Aurora A)
and the human ortholog HsAIRK-3 (Aurora C). The
amino acid sequence of the human ortholog HsAIRK-
1, the human ortholog HsAIRK-2 and the human or-
tholog HsAIRK-3 corresponds respectively to the se-
quence SEQ ID No. 6, the sequence SEQ ID No. 8
and the sequence SEQ ID No. 10 in the sequence list-
ing in the appendix.
Nevertheless, a protein whose amino acid sequence
presents one or more modification(s) compared to said
sequences SEQ ID No. 4, SEQ ID No. 6, SEQ ID No.
8 and SEQ ID No. 10 can also be used in the scope
of the present invention. Such modifications can be
the addition, the deletion or the substitution of one or
more amino acid(s), in as much as said modifications
do not inhibit the interaction of said proteins with the
RasGAP SH3 domain.
The fragment of the Drosophila melanogaster Au-
rora kinase or an ortholog of said kinase which can be
used in the method of the present invention is any frag-
ment which can normally interact with RasGAP and,
more particularly, with RasGAP SH3 domain. Ad-
vantageously, said fragment contains at least the C-
terminal region of said kinases.
As the interaction between the Aurora kinases and
RasGAP is done thanks to the RasGAP SH3 domain,
the one skilled in the art can easily understand that a
fragment of RasGAP which can be used in the present
invention is a fragment which contains at least said
SH3 domain. Any RasGAP can be used in the scope
of the present invention. The sequence listing in ap-
pendix disclose the amino acid sequence of the human
RasGAP protein, said sequence corresponds to the se-
quence SEQ ID No. 2 in the sequence listing. In the
SEQ ID No. 2 in the sequence listing in appendix, the
SH3 domain corresponds to the sequence comprised be-
tween amino acid 275 and amino acid 350. As disclosed
above for the Aurora kinases, a protein which presents
modification(s) when compared to the known RasGAP
sequences and to fragments thereof containing the SH3
domain can be used in the scope of the present inven-
tion, in as much as such modifications do not inhibit
the interaction with the Aurora kinases.
At step (b), any method of precipitation known by
the one skilled in the art can be used in the present
invention. This method of precipitation is advanta-
geously chosen among a method of immunoprecipita-
tion and a method of precipitation using a pull-down
assay. Any method of immunoprecipitation or any
method of precipitation using a pull-down assay known
by the one skilled in the art can be used at the step (b)
of the method of the present invention. The one skilled
in the art will know which antibody or peptide must
be used at step (b) according to the kind of RasGAP
or of Aurora kinase used at step (a), respectively.
The detection of the presence of the Drosophila
melanogaster Aurora kinase, an ortholog of said kinase
or a fragment thereof in the precipitate (immunopre-
cipitate if step (b) is an immunoprecipitation of Ras-
GAP or the precipitate if step (b) is a precipitation
using RasGAP pull-down assay) obtained at step (b)
can be done at step (c) by any appropriate method
known by the one skilled in the art. For example,
said immunoprecipitate or precipitate can be used for
a Western blot and the presence of the Drosophila
melanogaster Aurora kinase, an ortholog of said ki-
nase or a fragment thereof in the immunoprecipitate
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can be achieved by using an antibody specific of the
Drosophila melanogaster Aurora kinase, an ortholog of
said kinase or a fragment thereof. Kinase activity tests
using substrates specific of Aurora kinases can also be
used to detect the presence of an Aurora kinase in the
immunoprecipitate or the precipitate. The same im-
plementations can be achieved mutatis mutandis for
RasGAP or a fragment thereof at step (d).
In addition, a method for identifying a biologically
active compound with anti-tumoral activity using the
interaction between RasGAP and the Aurora kinases
can comprise:
(i) eventually, transfection of host cells with a
molecule of a nucleic acid encoding the Drosophila
melanogaster Aurora kinase, an ortholog of said kinase,
or a fragment thereof able to interact with RasGAP,
(ii) lysis of said cells,
(iii) addition of the compound to be tested before or
after (ii),
(iv) precipitation either of endogenous RasGAP or
of the endogenous Aurora kinase or of the amino acid
sequence coded by the nucleic acid used in step (i),
(v) if at step (iv) the endogenous RasGAP is precip-
itated, detection of the endogenous Aurora kinase or
of the amino acid sequence coded by the nucleic acid
used in step (i) in the co-precipitated proteins,
(vi) if at step (iv) the endogenous Aurora kinase or
the amino acid sequence coded by the nucleic acid used
in step (i) is precipitated, detection of the endogenous
RasGAP in the co-precipitated proteins,
wherein if the endogenous Aurora kinase or if the
amino acid sequence coded by the nucleic acid used
in step (i) is present at step (v) or if the endogenous
RasGAP is present at step (vi), said compound is not
an anti-tumoral agent inhibiting said interaction.
The step (i) and (ii) can be realised by using any kind
of cells. Advantageously, the cells which can be used at
step (i) and (ii) can be either eucaryotic or procaryotic
hosts. Suitable eucaryotic hosts which may be men-
tioned are animal cells, yeasts or fungi. In particular,
yeasts which may be cited are the yeasts of the gen-
era Saccharomyces, Kluyveromyces, Pichia, Schwan-
niomyces or Hansenula. Animal cells which may be
cited are COS, CHO, C127, HeLa, NIH 3T3, HEK293,
etc. cells. Fungi which may more particularly be cited
are Aspergillus spp. or Trichoderma spp. The follow-
ing bacteria are preferably used as procaryotic hosts:
E. coli, Bacillus or Streptomyces.
If the cells used at step (ii) do not present a suffi-
cient amount of Aurora kinase, a transfection by the
Drosophila melanogaster Aurora kinase, an ortholog of
said kinase, or a fragment thereof able to interact with
RasGAP can be necessary (step (i)).
The molecule of a nucleic acid encoding the
Drosophila melanogaster Aurora kinase, an ortholog
of said kinase, or a fragment thereof able to interact
with RasGAP which can be used at step (i) of the
method of the present invention may or may not be
of artificial origin. They can be genomic, cDNA or
RNA sequences, hybrid sequences or synthetic or semi-
synthetic sequences. These sequences can be obtained,
for example, by screening DNA libraries (cDNA library
or genomic DNA library) using probes specific to the
Drosophila melanogaster Aurora kinase, an ortholog of
said kinase, or a fragment thereof able to interact with
RasGAP. Such libraries can be prepared from cells of
different origins using conventional molecular biological
techniques known to the one skilled in the art. The nu-
cleotide sequences of the invention can also be prepared
by chemical synthesis, in particular in accordance with
the phosphoramidite method, or else by mixed meth-
ods including chemical or enzymatic modification of
sequences obtained by screening libraries.
Advantageously, the nucleic acid encoding for the
Drosophila melanogaster Aurora kinase corresponds to
the sequence SEQ ID No. 3 in the sequence list-
ing in appendix. When the human orthologs of the
Drosophila melanogaster Aurora kinase are used at
step (i), the nucleic acid used are the sequences SEQ
ID No. 5, SEQ ID No. 7 and SEQ ID No. 9 for the
human ortholog HsAIRK-1 (Aurora B), the human or-
tholog HsAIRK-2 (Aurora A) and the human ortholog
HsAIRK-3 (Aurora C), respectively. Due to the degen-
eracy of nucleotide coding sequences, other sequences
which encode a protein close to the Aurora kinases and
able to interact with RasGAP may be used in the prac-
tise of the present invention. These include but are not
limited to nucleotide sequences comprising all or por-
tions of the Aurora kinase genes (portions which encode
a fragment able to interact with the RasGAP) which
are altered by the substitution of different codons that
encode a functionally equivalent amino acid which be-
longs to the same class as the wild amino acid. The one
skilled in the art knows the different amino acid classes
which are the nonpolar (hydrophobic) amino acids, the
polar neutral amino acids, the positively charged (ba-
sic) amino acids and the negatively charged (acidic)
amino acids.
In order to produce the polypeptides of the invention
(i.e. the amino acid sequences coded by the nucleic
acid used in step (i), i.e. the Drosophila melanogaster
Aurora kinase, its orthologs and fragments thereof),
the above-defined nucleic acid sequences are gener-
ally placed under the control of signals which enable
them to be expressed in a host cell. The choice
of these signals (promoters, terminators, secretory
leader sequences, etc.) may vary depending on the
host cell employed. Preferably, these nucleotide se-
Garbay et al., PCT Patent 199
quences of the invention form part of a vector which
can be autonomously replicating or one which inte-
grates. More especially, autonomously replicating vec-
tors can be prepared using sequences which replicate
autonomously in the chosen host. Integrating vectors
can be prepared, for example, using sequences which
are homologous to certain regions of the host genome
and which enable the vector to integrate by means of
homologous recombination.
The lysis of the cells at step (ii) can be done by any
methods known by the one skilled in the art, depending
of the host cells employed at step (i).
The step (iv), (v) and (vi) of the present method
can be implemented according to the implementations
above-mentioned for the steps (b), (c) and (d).
The compound to be tested can be added before or
after the step (ii) of the method of the present inven-
tion. Advantageously, said compound is added before
the step (ii) and, more particularly, it is present in the
transfected cells before lysis. Any method known by
the one skilled in the art to introduce the compound
to be tested in the transfected cells before lysis can
be used in the present invention. The compound can
be cotransfected under cDNA in fusion with protein
transducing domain (PTD) for example, or introduced
after vectorization with targetting sequence (such as,
for example, penetratin or amino acid sequences facil-
itating penetration of a substance of interest into cells
and/or nuclei (Derossi et al., 1998), sequences from tat
or Vpr, etc.) or embedding by chariot peptide (active
motif). In the case of small molecules or non-peptidic
molecules, the compound can be added to the treated
cells.
In addition, a method for identifying a biologically
active compound with anti-tumoral activity using the
interaction between RasGAP and the Aurora kinases
can be implemented using the two-hybrid screening
method known by the one skilled in the art.
Advantageously, said method comprises:
(α) Transformation of yeast cells (for example, HF7,
L40, EGY48, etc.) with a molecule of a nucleic acid
encoding RasGAP or a fragment thereof containing at
least the SH3 domain, Drosophila melanogaster Au-
rora kinase, an ortholog of said kinase, or a fragment
thereof able to interact with RasGAP, these molecules
being fused to molecules of nucleic acid encoding the
transcriptional moieties used in the two-hybrid method
known by the one skilled in the art,
(β) Incubation with the compound to be tested or
transformation by molecules of nucleic acid encoding
the compound to be tested,
(γ) Analysis of the inhibition of the two-hybrid sig-
nals
wherein a compound which inhibits specifically the
two-hybrid signals is an anti-tumoral agent inhibiting
said interaction.
Every two-hybrid method known to the skilled man
can be employed. The two-hybrid signals, said select-
ing and screening activities, depend on a particular
two-hybrid approach. Reporter genes include but are
not limited to auxotrophy markers allowing cell growth
on selective media, gene encoding the β-galactosidase,
genes encoding green fluorescent proteins and variants
thereof, genes encoding luciferases. These reporter
genes can also encode proteins which cause death of
host cells on specific media (counter-selectable reporter
genes). According to the two-hybrid method employed,
these assays can be performed in liquid, sometimes in
multi-well plates or on solid media.
The present invention also concerns a method for
identifying a biologically active compound with anti-
tumoral properties wherein said compound is studied
for its capacity to inhibit the interaction between Ras-
GAP, an Aurora-binding protein and the Drosophila
melanogaster Aurora kinase or an ortholog of said ki-
nase, or a fragment thereof able to interact with Ras-
GAP.
In said embodiment, the aurora-binding protein ad-
vantageously used is the survivin protein. The survivin
obtained from human can be used in the methods ob-
ject of the present invention is advantageously the pro-
tein whose amino acid sequence is the sequence SEQ ID
No. 12 in the sequence listing in the appendix. More-
over, any ortholog of this protein known by the one
skilled in the art can be used in the methods object
of the present invention. Moreover, a protein whose
amino acid sequence presents one or more modifica-
tion(s) compared to said sequence SEQ ID No. 12 can
also be used in the scope of the present invention. Such
modifications can be the addition, the deletion or the
substitution of one or more amino acid(s), in as much
as said modifications do not inhibit the formation of
the ternary complex between RasGAP, the Aurora ki-
nase and the survivin.
The method of the present invention in which the the
interaction between RasGAP, an Aurora-binding pro-
tein and the Drosophila melanogaster Aurora kinase or
an ortholog of said kinase, or a fragment thereof able
to interact with RasGAP is studied comprises advan-
tageously:
(a’) contacting the Drosophila melanogaster Aurora
kinase or an ortholog of said kinase, or a fragment
thereof able to interact with RasGAP, with RasGAP
or a fragment thereof containing at least the SH3 do-
main, an aurora-binding protein and the compound to
be tested,
(b’) precipitating
either RasGAP or the fragment thereof containing
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at least the SH3 domain,
either the Drosophila melanogaster Aurora kinase or
an ortholog of said kinase, or a fragment thereof able
to interact with RasGAP
or the aurora-binding protein
(c’) if at step (b’) RasGAP or the fragment thereof
containing at least the SH3 domain is precipitated, de-
tecting the presence of the aurora-binding protein in
the precipitate obtained at step (b’),
(d’) if at step (b’) the Drosophila melanogaster Au-
rora kinase or an ortholog of said kinase, or a frag-
ment thereof able to interact with RasGAP is precip-
itated, detecting the presence of RasGAP or the frag-
ment thereof containing at least the SH3 domain and of
the aurora-binding protein in the precipitate obtained
at step (b’),
(e’) if at step (b’) the aurora-binding protein is pre-
cipitated, detecting the presence of RasGAP or the
fragment thereof containing at least the SH3 domain
and of the Drosophila melanogaster Aurora kinase or
an ortholog of said kinase, or a fragment thereof able
to interact with RasGAP in the precipitate obtained
at step (b’),
wherein if said aurora-binding protein is present at
step (c’) or if RasGAP or the fragment thereof contain-
ing at least the SH3 domain and the aurora-binding
protein are present at step (d’) or if RasGAP or the
fragment thereof containing at least the SH3 domain
and the Drosophila melanogaster Aurora kinase or an
ortholog of said kinase, or a fragment thereof able to
interact with RasGAP are present at step (e’), said
compound is not an anti-tumoral agent inhibiting said
interaction.
Any implementation disclosed for the above-
mentioned steps (a), (b), (c) and (d) can be used for
the corresponding step (a’), (b’), (c’), (d’) and (e’).
In addition, a method for identifying a biologically
active compound with anti-tumoral activity using the
interaction between RasGAP, the Aurora kinases and
an aurora-binding protein such as the survivin can
comprise:
(i’) synchronisation in G2/M cells eventually trans-
fected with a molecule of a nucleic acid encoding the
Drosophila melanogaster Aurora kinase, an ortholog of
said kinase or a fragment thereof,
(ii’) lysis of said synchronised transfected cells,
(iii’) addition of the compound to be tested before
or after (ii’),
(iv’) precipitation
of endogenous RasGAP,
of endogenous Aurora kinase or the amino acid se-
quence coded by the nucleic acid used at step (i’),
of an aurora-binding protein,
(v’) if at step (iv’) the endogenous RasGAP is pre-
cipitated, detecting the presence of said aurora-binding
protein in the precipitate obtained at step (iv’),
(vi’) if at step (iv’) endogenous Aurora kinase or the
amino acid sequence coded by the nucleic acid used
at step (i’) is precipitated, detecting the presence of
the endogenous RasGAP and of said aurora-binding
protein in the precipitate obtained at step (iv’),
(vii’) if at step (iv’) said aurora-binding protein is
precipitated, detecting the presence of the endogenous
RasGAP and of endogenous Aurora kinase or of the
amino acid sequence coded by the nucleic acid used at
step (i’) in the precipitate obtained at step (iv’),
wherein if said aurora-binding protein is present at
step (v’) or if the endogenous RasGAP and said aurora-
binding protein in the precipitate obtained at step are
present at step (vi’) or if the endogenous RasGAP and
endogenous Aurora kinase or the amino acid sequence
coded by the nucleic acid used at step (i’) are present
at step (vii’), said compound is not an anti-tumoral
agent inhibiting said interaction.
The different cells, the different molecules of nucleic
acid which can be used to transfect said cells at step
(i’) are the same as the one disclosed for the above-
mentioned step (i).
Moreover, the one skilled in the art knows different
chemical methods to synchronised cells at G2/M phase.
Said method can be for example submitting said cells to
double-block thymidine, releasing them for 6-8 h with
DMEM-10% FCS and finally incubating them in the
presence of 400 ng/ml nocodazole for 16-18h.
The lysis step of the transfected synchronised cells
at step (ii’) can be done by any methods known by
the one skilled in the art, depending of the host cells
employed at step (i’).
The step (iv’), (v’), (vi’) and (vii’) of the present
method can be implemented according to the imple-
mentations above-mentioned for the steps (b), (c) and
(d). The presence of the aurora-binding protein can
be detected by using antibodies specific to said aurora-
binding protein.
In addition, a method for identifying a biologically
active compound with anti-tumoral activity using the
interaction between RasGAP, the Aurora kinases and
an aurora-binding protein such as the survivin can be
implemented using the two hybrid screening method.
Advantageously, said method comprises:
(α′) Transformation of yeast cells with a molecule of
a nucleic acid encoding RasGAP or a fragment thereof
containing at least the SH3 domain, an Aurora bind-
ing protein such as the survivin, these molecules being
fused to molecules of nucleic acid encoding the tran-
scriptional moieties used in the two-hybrid method,
(β′) Transformation of yeast cells with a molecule of
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a nucleic acid encoding Drosophila melanogaster Au-
rora kinase, an ortholog of said kinase, or a fragment
thereof able to interact with RasGAP
(γ′) Incubation with the compound to be tested or
transformation by a molecule of a nucleic acid encoding
the compound to be tested,
(δ′) Analysis of the inhibition of the two-hybrid sig-
nals,
wherein a compound which inhibits specifically the
two-hybrid signals is an anti-tumoral agent inhibiting
said interaction.
In this experimental setting, The Aurora kinase acts
as a molecular bridge between RasGAP and an Aurora-
binding protein and a two-hybrid signal is obtained.
The present invention also concerns an anti-tumoral
composition containing as active agent a compound ca-
pable of inhibiting the interaction between RasGAP or
a fragment thereof containing at least the SH3 domain
and the Drosophila melanogaster Aurora kinase or an
ortholog of said kinase, or a fragment thereof able to
interact with RasGAP.
Finally, the present invention also concerns an anti-
tumoral composition containing as active agent a com-
pound capable of inhibiting the interaction between
RasGAP or a fragment thereof containing at least
the SH3 domain, an aurora-binding protein and the
Drosophila melanogaster Aurora kinase or an ortholog
of said kinase, or a fragment thereof able to interact
with RasGAP.
1.1 Figures
Other advantages and characteristics of the invention
will become apparent by reading the following exam-
ples concerning the identification of the interaction be-
tween RasGAP and an Aurora kinase and between Ras-
GAP, an Aurora kinase and an aurora-binding protein
and in which:
1.1.1 Figure 1
The figure 1 represents the specific interaction of Au-
rora/HsAIRK with RasGAP SH3.
A, Drosophila melanogaster RasGAP SH3 domain
bait interacted with Dm Aurora and the human or-
thologs HsAIRK-1 and HsAIRK-2 orthologs in the
yeast two-hybrid system. An HF7 yeast strain express-
ing Dm GAP SH3 domain was mated with Y187 strains
expressing Dm Aurora or HsAIRK-1 or HsAIRK-2.
Diploids were tested for growth on a selective medium
(Leu-, Trp-, His-) and for β-galactosidase (lacZ) activ-
ity by the filter assay.
B, Aurora interacts specifically with the RasGAP
SH3 domain. The specificity of interaction of Dm Au-
rora prey was analyzed with different baits containing
SH3 domains. An Y187 yeast strain expressing Dm
Aurora mated with HF7 strains expressing Hs GAP
SH3, Dm GAP SH3, Hs GAP SH2-3-2 encoding the
fragment containing SH2-SH3-SH2 domains, Hs GAP
SH3 W317K, Grb2 and Nck.
1.1.2 Figure 2
The figure 2 represents the co-immunoprecipitation of
HsAIRK-1 and HsAIRK-2 with RasGAP, in COS cells.
A, The immunoblot was probed with anti-FLAG an-
tibody. COS cells were transfected with the p3XFLAG
vector alone (lanes -) or fused to HsAIRK-1 or
HsAIRK-2 (lanes +). Immunoprecipitations were done
using either a pAb directed against the C-terminal
SH2 domain of RasGAP or anti-FLAG antibody. The
lanes in C contain to total cell extracts as a control for
HsAIRK-1 and HsAIRK-2 protein expression.
B, The immunoblot was probed with a mAb directed
against RasGAP as a control for the expression and
immunoprecipitation of RasGAP in untransfected and
transfected COS cells.
1.1.3 Figure 3
The figure 3 represents that RasGAP interacts with
the Ser/Thr kinase domain of Aurora and inhibited its
kinase activity.
A, Schematic diagram showing the structure
of RasGAP, Aurora and its human HsAIRK-
1 and HsAIRK-2 orthologs. The RasGAP protein
consists of two regions. The C-terminal region contains
the catalytic domain which increases GTPase activity
of Ras. The N-terminal region consists of a proline-
rich domain, two SH2 domains, one SH3 domain,
a pleckstrin homology (PH) domain and a calcium-
dependent phospholipid-binding domain (CalB). The
Aurora/HsAIRK proteins consist of two regions: a di-
vergent NH2-terminal region and a conserved COOH-
terminal domain with Ser/Thr kinase activity.
B, Y187 yeast strains expressing truncated
preys encoding the NH2-terminal or the
COOH-terminal domain of Aurora were mated
with the HF7 strain expressing the Dm GAP
SH3 domain.
C, RasGAP inhibits the kinase activity of Au-
rora. COS cells transfected with the p3XFLAG vector
alone (lanes -) or fused to HsAIRK-1/HsAIRK-2 (lanes
+) were submitted to immunoprecipitation using anti-
RasGAP or anti-FLAG antibodies, followed by kinase
assays. The C+ Lane is used as a positive control,
corresponding to total cellular extracts submitted to
kinase assay. Results are the means of 3 to 5 indepen-
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dent transfection experiments and normalized with op-
tic density of immunoprecipitated proteins from West-
ern Blot. FLAG-immunoprecipitated HsAIRK-1 and
HsAIRK-2 contained significant kinase activity, with
exception of those that immunoprecipitated with the
anti-RasGAP antibody.
1.1.4 Figure 4
The figure 4 represents the co-precipitation of RasGAP,
HsAIRK-1/HsAIRK-2 and survivin.
A, HsAIRK-1 co-precipitates with RasGAP. HeLa
cells were synchronized in G1/S or G2/M. 500 micro-
grams of each cell extracts were submitted to RasGAP
pull-down assays as described in experimental proce-
dures, followed by anti-HsAIRK-1 or anti-RasGAP im-
munoblots (upper and lower parts, respectively). Total
cell extracts were analyzed by anti-HsAIRK-1 or anti-
RasGAP immunoblots (upper and lower parts, respec-
tively). RasGAP and HsAIRK-1 were not observed
in the negative control performed in the RasGAP pull-
down assay with CNBr-activated sepharose beads alone
(data not shown).
B, HsAIRK-1 and HsAIRK-2 co-
immunoprecipitated with survivin protein. COS
cells were transfected with the p3XFLAG vector alone
(lanes -) or fused with HsAIRK-1 or HsAIRK-2 (lanes
+). The immunoprecipitation experiments were done
using anti-survivin or anti-FLAG antibodies. The
immunoblot was probed with anti-FLAG antibody.
C, RasGAP and survivin proteins co-
immunoprecipitated in G2/M synchronized HeLa
cells. Immunoprecipitations were done using pAb
directed against either the C-terminal SH2 domain
of RasGAP or survivin. The C Lane corresponds
to total cell extracts as a control of survivin protein
expression. The immunoblot was probed with either a
mAb directed against RasGAP (upper part) or with a
pAb directed against survivin (lower part).
2 Experimental procedures
2.1 Abbreviations
dTT, dithiothreitol; EGF, epidermal growth factor;
EGTA, ethylene glycol-bis(?-aminoethylether)-
N,N,N’,N’-tetraacetic acid; GAL4BD, GAL4-
Binding Domain; GAP, GTPase-Activating Pro-
tein; GST, Glutathione S-Transferase; HEPES,
N-2-hydroxyethylpiperazine-N’-2-ethanesulfonic acid;
HsAIRK, Human Aurora/Ipl1 Related Kinase; MBP,
Myelin Basic Protein; PCR, Polymerase Chain Reac-
tion; PDGF, Platelet-Derived Growth Factor; PMSF,
Phenylmethylsulfonylfluoride; SH3, Src Homology 3.
2.2 Antibodies
A rabbit polyclonal antibody (pAb) and a mouse mon-
oclonal antibody (mAb) directed against RasGAP C-
terminal SH2 domain (G12930 and G12920, respec-
tively) were purchased from Transduction Laborato-
ries. The mouse mAb directed against FLAG (M2) and
the pAb directed against survivin (FL-142) were pur-
chased from Sigma and Santa-Cruz Biotechnology, re-
spectively. The rabbit immune serum directed against
HsAIRK-1 was a gift from Aventis Pharma.
2.3 DNA Constructs
DNA sequences corresponding to the SH3 domain
of human RasGAP (Hs GAP SH3, residues 275 to
342), the SH3 domain of Drosophila melanogaster Ras-
GAP (Dm GAP SH3, residues 176 to 252) and the
SH2-SH3-SH2 region of human RasGAP (GAP SH2-
3-2, residues 170 to 440) were amplified by PCR and
cloned in frame with the GAL4 DNA-binding domain
(GAL4BD) in pGBT10. Human RasGAP cDNA was
a gift from Aventis Pharma company. For expression
in mammalian cells, the cDNAs encoding HsAIRK-1
and HsAIRK-2 were amplified by PCR and the prod-
ucts were inserted in frame with the N-terminal FLAG
and C-terminal Myc tags in p3X-FLAG-Myc-CMV-24
(referred to as p3XFLAG vector hereafter, Sigma).
2.4 Site-Directed Mutagenesis
Site-directed mutagenesis was carried out using the
Quick ChangeTM site-directed mutagenesis kit (Strat-
agene) according to the manufacturer’s instruc-
tions. A mutation (W317K) was introduced into the
pGAL4BD-Hs GAP SH3 vector using oligonucleotides
based on the published human RasGAP cDNA se-
quence. The mutation was confirmed by sequencing
on an automated sequencer (Applied Biosystems).
2.5 Yeast Two-Hybrid Screening
Yeast two-hybrid procedures were carried out using
a mating approach with HF7 and Y187 yeast strains
(Fromont-Racine et al., 2002). The SH3 domain of the
Drosophila melanogaster RasGAP was fused in frame
with the GAL4 DNA-binding domain (pGAL4BD-Dm
GAP SH3) in pGBT10 vector, and used as the bait to
screen of an oligo-dT primed Drosophila melanogaster
0-24 h embryo cDNA library cloned in pACTII (a gift
from S. Elledge). Plasmids from positive clones were
rescued and their specificity was tested with Dm GAP
SH3, Human (Hs) GAP SH3, GAP SH2-3-2, Hs GAP
SH3 mutant (W317K), human Grb2 and human Nck
baits containing irrelevant SH3 domains.
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2.6 Cell Culture and Transient Expres-
sion in COS Cells
COS cells (1.5 x 106) were plated onto culture dishes
(100-mm diameter) and grown overnight in Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM) supplemented with
10% fetal calf serum (FCS) and 100 U/ml peni-
cillin/streptomycin, in a 5% CO2 atmosphere at 37◦C.
The DEAE-dextran method was then used to trans-
fect cells with 1 µg of p3X-FLAG vector containing
or not the cDNA encoding HsAIRK-1 (GI:4507278) or
HsAIRK-2 (GI:4759177). After transfection, cells were
grown for 48 h, before being lysed with the appropriate
buffer for further analysis.
2.7 Cell Culture and Cell Cycle Syn-
chronization of HeLa Cells
Exponential phase HeLa cells were cultured in DMEM
with 10% FCS. For G1/S synchronization, cells were
treated with 2.5 mM thymidine for 18-24 h, released
for 8-10 h, then treated with thymidine for 16-18h. For
G2/M synchronization, cells were submit to double-
block thymidine, released for 6-8 h with DMEM-10%
FCS and finally incubated in the presence of 400 ng/ml
nocodazole (Sigma) for 16-18h.
2.8 Immunoprecipitations and Im-
munoblotting
Cells were washed four times with ice-cold phosphate-
buffered saline (PBS). Cells were lysed in 250 µl of ly-
sis buffer consisting of 50 mM HEPES pH7.5, 150 mM
NaCl, 1% Triton X-100, 10% glycerol, 1 mM MgCl2,
1 mM EGTA, phosphatase inhibitor (1 mM Na3VO4),
kinase inhibitor (10 mM NaF) and protease inhibitors
(1 mM PMSF, CompleteTMprotease inhibitors cock-
tail, Roche). After a 15-min incubation at 4◦C, the
lysate was collected, solubilized for 30 min at 4◦C with
gentle rocking and centrifuged at 13,000 x g for 10
min at 4◦C to remove insoluble material. The pro-
tein concentration was determined by Bradford method
(Sigma). Proteins of interest were immunoprecipitated
with the corresponding antibodies coupled to either
protein-G or protein-A Sepharose for 2 h at 4◦C with
gentle rocking. The immune complexes were collected
by centrifugation, washed four times with a HNT buffer
containing 50 mM HEPES, 150 mM NaCl, 0,1% Tri-
ton X-100, pH 7.5, and solubilized in 25 µl of sample
buffer. Proteins were then separated by SDS-PAGE
and electroblotted onto nitrocellulose membranes. The
membranes were incubated overnight at 4◦C in Su-
perblock buffer (Pierce) and blotted for 1 h at room
temperature with the corresponding primary antibod-
ies: mAb GAP SH2 (1:1000), anti-FLAG (1 µg/Ml) or
anti-survivin (1:500) antibodies. After the secondary
antibodies (peroxidase-conjugated anti-rabbit or anti-
mouse IgG, Amersham) incubation for 30 min at room
temperature, immunoreactive bands were detected by
use of the ECL immunodetection system (Amersham).
2.9 Pull-Down Assay
2.9.1 RasGAP pull-down assay
Cell lysates were prepared as previously described in
immunoprecipitation experiments. RasGAP was pre-
cipitated using the PALpYAEPLDSL peptide (SEQ
ID No. 13 in the sequence listing in appendix) cou-
pled to CNBr-activated Sepharose beads. This pep-
tide was issued from p62dok protein and binds to the
RasGAP N-terminal SH2 domain. Proteins were sep-
arated by SDS-PAGE and electroblotted onto nitro-
cellulose membrane. Immunoblots were performed as
previously described, with the respective primary an-
tibodies mAbGAP SH2 (1:1000) and anti-HsAIRK-1
serum (1:10,000).
2.9.2 Aurora pull-down assay
Cell lysates were prepared as previously described in
immunoprecipitation experiments. Aurora was pre-
cipitated using the RGSRLDTRPILDSRSSC peptide
(SEQ ID No. 14 in the sequence listing in appendix
and issued from CPEB protein, identified as an Aurora
target protein by (Hodgman et al., 2001)) or another
peptide able to interact with Aurora kinase coupled to
CNBr-activated Sepharose beads. Proteins were sepa-
rated by SDS-PAGE and electroblotted onto nitrocel-
lulose membrane.
2.10 Protein Kinase Assay
Assays were performed in 100 µl of 50 mM HEPES
pH7.5, 150 mM NaCl, 1 mM DTT, 10 mM MgCl2,
10 µM ATP containing 10 µCi [?-32P]ATP at 5,000
Ci/mmole (Amersham) and 10 µg of MBP (myelin ba-
sic protein, Sigma). After 10 min at 30◦C with shaking,
25 µl of the product reaction was withdrawn and placed
down on a piece of p81 Whatman (0.5 x 1.5 cm). The
paper was washed three times with 5% orthophosphoric
acid (2 ml/sample), and the radioactivity was counted.
The results are expressed as the means of three to five
independent transfection experiments and normalized
according to the optic density of the immunoprecipi-
tated proteins from the western blotting experiments.
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3 Results
3.1 Yeast Two-Hybrid Screening for
RasGAP SH3 Domain Partners
The yeast two-hybrid system was used to identify
proteins that interact with the RasGAP SH3 do-
main. cDNA corresponding to amino acids 176 to 252
of the Drosophila melanogaster RasGAP (Dm GAP
SH3) was fused to the GAL4 DNA-binding domain
(GAL4BD) and used as the bait to screen of a two-
hybrid Drosophila melanogaster embryonic cDNA li-
brary. We obtained 6 x 106 transformants including
150 His+/Lac+ double-positive clones. To analyze the
specificity of their interactions, the 150 plasmides were
isolated, retransformed into yeast Y187, and mated
with the HF7 strain expressing either the GAL4BD
alone or fused to human GAP SH3 (Hs GAP SH3),
Dm GAP SH3, GAP SH2-3-2 (containing the Hs GAP
SH3 domain flanked with the two SH2 domains), the
Hs GAP SH3 mutant (W317K), human Grb2 and hu-
man Nck (Fig. 1). This led to the identification of
two preys that 1) allowed robust growth on histidine-
free plates and displayed strong β-galactosidase activ-
ity, when co-expressed with baits containing the wild-
type GAP SH3 domain, 2) yielded no growth in the
presence of Grb2 or Nck which contains two and three
SH3 domains, respectively and 3) produced no growth
in the presence of RasGAP SH3 W317K, which carries
a mutation in a position known to disrupt SH3 domain
interactions (Fig. 1). One of these two preys is a trun-
cated Dm Aurora protein (GI:603534) that lacks the
first 19 amino acids and is in frame with the GAL4
activation domain.
3.2 Cellular Interaction between the
RasGAP Protein and the Human
Drosophila melanogaster Aurora
Orthologs
The human Aurora kinase orthologs, HsAIRK-1
and HsAIRK-2, are ubiquitously expressed proteins,
whereas HsAIRK-3 is expressed only in the testis (Giet
& Prigent, 1999). Our two-hybrid assay confirmed that
HsAIRK-1 and HsAIRK-2 orthologs interact with the
Dm GAP SH3 domain (Fig. 1A). The same results
were obtained with the Hs GAP SH3 domain (data not
shown). For in vivo studies, HsAIRK-1 and HsAIRK-2
were cloned into the p3XFLAG vector and expressed
in COS cells. The in vivo interactions between Ras-
GAP and HsAIRK-1 or HsAIRK-2 were studied by
immunoprecipitation experiments performed on trans-
fected COS cells lysates (Fig. 2). When endoge-
nous RasGAP was immunoprecipitated in lysates from
p3XFLAG-HsAIRK-1 or p3XFLAG-HsAIRK-2 trans-
fected COS cells, RasGAP and the kinases were co-
precipitated.
3.3 RasGAP Interacts with the Au-
rora Kinase Domain and Inhibits
HsAIRK kinase Activity
Two truncated versions of Aurora were generated in an
attempt to locate the region involved in the binding of
Aurora to the RasGAP SH3 domain (Fig. 3A). The N-
terminal (residues 1-152) and the C-terminal (residues
153-411) domains were cloned independently into the
pACTII vector and mating experiments were carried
out to determine whether they interacted with the Ras-
GAP SH3 domain. The RasGAP SH3 domain bound
to the C-terminal domain of Aurora, but not to the
N-terminal domain (Fig. 3B). These results are consis-
tent with the conserved interaction between RasGAP
and the Aurora/HsAIRKs proteins, and with the fact
that the C-terminal kinase domain is highly preserved
throughout evolution (identity/similarity 58/68% be-
tween Aurora and HsAIRK-1). Interestingly, this min-
imal interaction domain does not contain any proline-
rich consensus sequences. This is in accordance with
1) the lack of a recognition plateform required for the
preferential binding to proline-rich consensus sequence
in the RasGAP SH3 domain, and 2) the fact that no
consensus proline-rich motif has been shown to bind to
the RasGAP SH3 domain (Yang et al., 1994).
The inventors investigated whether RasGAP mod-
ulated the kinase activity of HsAIRK proteins. The
p3XFLAG-HsAIRK-1 and p3XFLAG-HsAIRK-2 were
expressed in COS cells and the kinase activity was
measured after immunoprecipitation using anti-FLAG
or anti-RasGAP antibodies (Fig. 3C). Results are
normalized with optic density of immunoprecipitated
proteins from Western Blot. When expressed in the
p3XFLAG vector, HsAIRK-1 and HsAIRK-2 were
highly expressed and active, whereas they were inactive
when they were co-immunoprecipitated with the anti-
RasGAP antibody. These results suggest that the ki-
nase activity of HsAIRK proteins is inhibited by bound
RasGAP.
3.4 RasGAP forms a complex with
HsAIRK and Survivin in G2/M
HeLa cells
HsAIRK proteins are mainly expressed at the G2/M
transition and during mitosis (Giet & Prigent, 1999).
In fact, we confirmed that HsAIRK-1 is highly
expressed at G2/M transition compared to G1/S
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transition, whereas RasGAP is similarly expressed
in G1/S and G2/M transitions (Fig 4A). As the
RasGAP/HsAIRK-1 interaction could not be observed
by immunoprecipitation with the anti-Aurora immune
serum, it was analyzed during cell cycle using Ras-
GAP pull-down assay (Fig.4A). Under these condi-
tions, RasGAP precipitation is observed and repro-
ducible. The RasGAP/HsAIRK-1 interaction increases
in G2/M transition compared to G1/S transition, and
this increase correlates with the cell cycle dependent
expression of HsHAIRK-1 protein.
Otherwise, yeast two-hybrid and pull-down assays
showed that survivin, a 16 kDa protein, interacts
with HsAIRK-2 (Wheatley et al., 2001). To deter-
mine whether RasGAP forms a complex with these
proteins, we studied the capacity of survivin to pre-
cipitate with RasGAP. As expected, survivin co-
immunoprecipitated with HsAIRK-1 and HsAIRK-2
when they were expressed as FLAG fusion proteins
in COS cells (Fig.4B). HsAIRK and survivin pro-
teins are mainly expressed during the G2/M tran-
sition and during mitosis (Ambrosini et al., 1997,
Giet & Prigent, 1999). Thus, we analyzed the
co-immunoprecipitation of RasGAP and survivin in
G2/M nocodazole-synchronized HeLa cells. In these
conditions, survivin was co-immunoprecipitated with
an antibody directed against RasGAP (Fig. 4C). Con-
versely, RasGAP co-immunoprecipitated with an anti-
body directed against survivin (Fig. 4C). These results
show that the existence of a ternary complex between
the RasGAP, HsAIRK-1/HsAIRK-2 and Survivin pro-
teins.
4 Discussion
The inventors identified the mitotic ”Aurora/Ipl1-
related” kinases (referred to as Aurora hereafter) as
specific in vivo partners of RasGAP, a protein involved
both in the negative regulation of Ras and in Ras
oncogenic activity (Tocque et al., 1997). This inter-
action involves the kinase domain of Aurora and the
RasGAP SH3 domain. Aurora kinase is modulated in
vivo by its interaction with RasGAP. This interaction
is conserved between flies and humans. Moreover, the
RasGAP/HsAIRK-1 interaction is related to the cell
cycle dependant expression of HsHAIRK protein.
The members of the Aurora kinase family are re-
quired for the completion of mitotic events (centrosome
separation, bipolar spindle assembly, chromosome sep-
aration and cytokinesis) and are often overexpressed
in tumour cells (Bischoff et al., 1998). The interac-
tion between RasGAP and Aurora may be involved
in the regulation of cell division, and therefore in tu-
mor cell proliferation. The expression and activity
of HsAIRK are cell cycle-dependent (Giet & Prigent,
1999). In fact, Aurora family proteins are produced
during G2/M transition and mitosis. Their activation,
deactivation and degradation by the proteasome are
regulated by phosphorylation (cAMP-dependent pro-
tein kinase) and dephosphorylation (phosphatase PP1)
processes (Giet & Prigent, 1999, Walter et al., 2000).
RasGAP may regulate HsAIRK kinases by recruiting
them together with kinases and phosphatases, which
are necessary for their activation, or their inactivation
and further degradation.
These results also showed that RasGAP co-
immunoprecipitated with Survivin in G2/M synchro-
nized HeLa cells. Survivin is an Aurora-binding pro-
tein, from the inhibitory apoptotic protein (IAP) fam-
ily (Wheatley et al., 2001). Survivin is a bifunctional
protein that suppresses apoptosis, regulates cell divi-
sion and is overexpressed in tumour cells (Ambrosini
et al., 1997). Survivin, a 16 kDa protein, could be
the unknown p14 protein that co-precipitates with Ras-
GAP SH3 domain in GST pull-down assays (Hu & Set-
tleman, 1997). RasGAP can generate anti-apoptotic
signals throught its N-terminal region, in particular by
means of its SH3 domain (Leblanc et al., 1999, Yang
& Widmann, 2001). Our results suggest that survivin
may be the RasGAP SH3 domain target that trans-
duces the anti-apoptotic effect of RasGAP in cancer
cells. This effect may be transmitted or modulated
via Aurora. The phosphorylation of survivin is crucial
for its ability to direct cells towards division or death
by apoptosis, particularly in association with caspase-
9 (O’Connor et al., 2000). The question remains as to
whether survivin directly binds and inhibits caspase-
9. The inventors suggest that RasGAP and Aurora
proteins are involved in the recruitment of survivin to
p34cdc2, a kinase known to regulate survivin function
(O’Connor et al., 2000). This hypothesis is in accor-
dance with the finding that RasGAP is a caspase-3 and
-9 substrate, and the finding that a N-terminal gener-
ated fragment, including the SH3 domain, is involved in
an anti-apoptotic signaling (Yang & Widmann, 2001).
Finally, RasGAP was shown to be involved in the
maturation of Xenopus oocytes at the G2/M tran-
sition. The micro-injection of an antibody directed
against the RasGAP SH3 domain inhibits the matura-
tion of Xenopus oocytes, by preventing the activation
of the maturation-promoting factor complex (cyclinB-
p34cdc2) by activated Ras (Pomerance et al., 1996).
The anti-RasGAP SH3 antibody also induces an apop-
totic response when injected into tumour cells (Leblanc
et al., 1999). On the one hand, survivin is required
for mitosis execution and is thought to be involved in
the targeting of HsAIRK to its correct location on mi-
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totic chromosomes and on the mitotic spindle appara-
tus. Survivin is also a mitotic substrate of p34cdc2-
cyclin B1 and its subsequent phosphorylation is cru-
cial for the survivin-mediated regulation of apoptosis
during cell division (O’Connor et al., 2000). On the
other hand, Prigent et al. suggested that p34cdc2 is
involved in the regulation of Aurora kinases during the
G2/M (Giet & Prigent, 1999). All of these data sug-
gest the existence of a multi-protein complex involving
RasGAP, Aurora, survivin, p34cdc2 and caspase-9 pro-
teins. This complex is probably involved in the balance
between cell progression and apoptosis at the cell cyle
G2/M checkpoint.
This is the first study to propose a new RasGAP
signaling pathway involving the formation of a ternary
complex between RasGAP, Aurora/HsAIRK and sur-
vivin. The analysis of these protein interactions will
further improve our understanding of their respective
roles in signal transduction. The inventors’ results
open the way for studies on the RasGAP-dependent
biological effects involved in Ras oncogenic transfor-
mation and tumor progression. Finally, these findings
suggest that the interactions between these proteins
may act as potential anti-tumor targets.
5 Claims
5.1 Method for identifying
A biologically active compound with anti-tumoral
properties wherein said compound is studied for its ca-
pacity to inhibit the interaction:
• between RasGAP and the Drosophila
melanogaster Aurora kinase or an ortholog
of said kinase, or a fragment thereof able to
interact with RasGAP,
• or between RasGAP, an Aurora-binding protein
and the Drosophila melanogaster Aurora kinase or
an ortholog of said kinase, or a fragment thereof
able to interact with RasGAP.
5.2 Method according to claim 1,
wherein said method comprises
(a) contacting the Drosophila melanogaster Aurora ki-
nase or an ortholog of said kinase, or a fragment thereof
able to interact with RasGAP, with RasGAP or a frag-
ment thereof containing at least the SH3 domain, and
the compound to be tested,
(b) precipitating either RasGAP (or the fragment
thereof containing at least the SH3 domain) or the
Drosophila melanogaster Aurora kinase (or an ortholog
of said kinase, or a fragment thereof able to interact
with RasGAP),
(c) if at step (b) RasGAP or the fragment thereof
containing at least the SH3 domain is precipitated, de-
tecting the presence of the Drosophila melanogaster
Aurora kinase, an ortholog of said kinase or a fragment
thereof in the precipitate obtained at step (b),
(d) if at step (b) the Drosophila melanogaster Au-
rora kinase, an ortholog of said kinase or a fragment
thereof is precipitated, detecting the presence of Ras-
GAP or the fragment thereof containing at least the
SH3 domain in the precipitate obtained at step (b),
wherein if said Drosophila melanogaster Aurora ki-
nase, an ortholog of said kinase or a fragment of said
kinase is present at step (c), or if said RasGAP or the
fragment thereof containing at least the SH3 domain
is present at step (d), said compound is not an anti-
tumoral agent inhibiting said interaction.
5.3 Method according to claim 1,
wherein said method comprises
(i) eventually, transfection of host cells with a molecule
of a nucleic acid encoding the Drosophila melanogaster
Aurora kinase, an ortholog of said kinase, or a fragment
thereof able to interact with RasGAP,
(ii) lysis of said cells,
(iii) addition of the compound to be tested before or
after (ii),
(iv) precipitation either of endogenous RasGAP or
of the endogenous Aurora kinase or of the amino acid
sequence coded by the nucleic acid used in step (i),
(v) if at step (iv) the endogenous RasGAP is precip-
itated, detection of the endogenous Aurora kinase or
of the amino acid sequence coded by the nucleic acid
used in step (i) in the co-precipitated proteins,
(vi) if at step (iv) the endogenous Aurora kinase or
the amino acid sequence coded by the nucleic acid used
in step (i) is precipitated, detection of the endogenous
RasGAP in the co-precipitated proteins,
wherein if the endogenous Aurora kinase or if the
amino acid sequence coded by the nucleic acid used
in step (i) is present at step (v) or if the endogenous
RasGAP is present at step (vi), said compound is not
an anti-tumoral agent inhibiting said interaction.
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5.4 Method according to claim 3,
wherein the compound to be tested
is present in the transfected cell be-
fore lysis
5.5 Method according to claim 1,
wherein said method uses the two
hybrid screening method
5.6 Method according to claim 5,
wherein said method comprises:
(a) Transformation of yeast cells with a molecule
of a nucleic acid encoding RasGAP or a fragment
thereof containing at least the SH3 domain, Drosophila
melanogaster Aurora kinase, an ortholog of said kinase,
or a fragment thereof able to interact with RasGAP,
these molecules being fused to molecules of nucleic acid
encoding the transcriptional moieties used in the two-
hybrid method known by the one skilled in the art,
(b) Incubation with the compound to be tested or
transformation by molecules of nucleic acid encoding
the compound to be tested,
(c) Analysis of the inhibition of the two-hybrid sig-
nals,
wherein a compound which inhibits specifically the
two-hybrid signals is an anti-tumoral agent inhibiting
said interaction.
5.7 Method according to claim 1,
wherein said aurora-binding pro-
tein is the survivin protein
5.8 Method according to any one of
claims 1 or 7, wherein said method
comprises:
(a’) contacting the Drosophila melanogaster Aurora ki-
nase or an ortholog of said kinase, or a fragment thereof
able to interact with RasGAP, with RasGAP or a frag-
ment thereof containing at least the SH3 domain, an
aurora-binding protein and the compound to be tested,
(b’) precipitating
either RasGAP or the fragment thereof containing
at least the SH3 domain,
either the Drosophila melanogaster Aurora kinase or
an ortholog of said kinase, or a fragment thereof able
to interact with RasGAP
or the aurora-binding protein
(c’) if at step (b’) RasGAP or the fragment thereof
containing at least the SH3 domain is precipitated, de-
tecting the presence of the aurora-binding protein in
the precipitate obtained at step (b’),
(d’) if at step (b’) the Drosophila melanogaster Au-
rora kinase or an ortholog of said kinase, or a frag-
ment thereof able to interact with RasGAP is precip-
itated, detecting the presence of RasGAP or the frag-
ment thereof containing at least the SH3 domain and of
the aurora-binding protein in the precipitate obtained
at step (b’),
(e’) if at step (b’) the aurora-binding protein is pre-
cipitated, detecting the presence of RasGAP or the
fragment thereof containing at least the SH3 domain
and of the Drosophila melanogaster Aurora kinase or
an ortholog of said kinase, or a fragment thereof able
to interact with RasGAP in the precipitate obtained
at step (b’),
wherein if said aurora-binding protein is present at
step (c’) or if RasGAP or the fragment thereof contain-
ing at least the SH3 domain and the aurora-binding
protein is present at step (d’) or if RasGAP or the
fragment thereof containing at least the SH3 domain
and the Drosophila melanogaster Aurora kinase or an
ortholog of said kinase, or a fragment thereof able to
interact with RasGAP is present at step (e’), said com-
pound is not an anti-tumoral agent inhibiting said in-
teraction.
5.9 Method according to any one of
claims 1 or 7, wherein said method
comprises
(i’) synchronisation in G2/M cells eventually trans-
fected with a molecule of a nucleic acid encoding the
Drosophila melanogaster Aurora kinase, an ortholog of
said kinase or a fragment thereof,
(ii’) lysis of said synchronised transfected cells,
(iii’) addition of the compound to be tested before
or after (ii’),
(iv’) precipitation of endogenous RasGAP,
of endogenous Aurora kinase or the amino acid se-
quence coded by the nucleic acid used at step (i’),
of an aurora-binding protein,
(v’) if at step (iv’) the endogenous RasGAP is pre-
cipitated, detecting the presence of said aurora-binding
protein in the precipitate obtained at step (iv’),
(vi’) if at step (iv’) endogenous Aurora kinase or the
amino acid sequence coded by the nucleic acid used
at step (i’) is precipitated, detecting the presence of
the endogenous RasGAP and of said aurora-binding
protein in the precipitate obtained at step (iv’),
(vii’) if at step (iv’) said aurora-binding protein is
precipitated, detecting the presence of the endogenous
RasGAP and of endogenous Aurora kinase or of the
amino acid sequence coded by the nucleic acid used at
step (i’) in the precipitate obtained at step (iv’),
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wherein if said aurora-binding protein is present at
step (v’) or if the endogenous RasGAP and said aurora-
binding protein in the precipitate obtained at step are
present at step (vi’) or if the endogenous RasGAP and
endogenous Aurora kinase or the amino acid sequence
coded by the nucleic acid used at step (i’) are present
at step (vii’), said compound is not an anti-tumoral
agent inhibiting said interaction.
5.10 Method according to any one of
claims 1 or 7, wherein said method
comprises:
(α′) Transformation of yeast cells with a molecule of a
nucleic acid encoding RasGAP or a fragment thereof
containing at least the SH3 domain, an Aurora bind-
ing protein such as the survivin, these molecules being
fused to molecules of nucleic acid encoding the tran-
scriptional moieties used in the two-hybrid method,
(β′) Transformation of yeast cells with a molecule of
a nucleic acid encoding Drosophila melanogaster Au-
rora kinase, an ortholog of said kinase, or a fragment
thereof able to interact with RasGAP
(γ′) Incubation with the compound to be tested or
transformation by a molecule of a nucleic acid encoding
the compound to be tested,
(δ′) Analysis of the inhibition of the two-hybrid sig-
nals.
5.11 Method according to any one of
precedings claims, wherein
The ortholog of Drosophila melanogaster Aurora kinase
is chosen in the group comprising the human ortholog
HsAIRK-1 (Aurora B), the human ortholog HsAIRK-2
(Aurora A) and the human ortholog HsAIRK-3 (Au-
rora C).
5.12 Anti-tumoral composition con-
taining
As active agent a compound capable of inhibiting the
interaction between RasGAP or a fragment thereof
containing at least the SH3 domain and the Drosophila
melanogaster Aurora kinase or an ortholog of said ki-
nase, or a fragment thereof able to interact with Ras-
GAP.
5.13 Anti-tumoral composition con-
taining
As active agent a compound capable of inhibiting the
interaction between RasGAP or a fragment thereof
containing at least the SH3 domain, an aurora-binding
protein and the Drosophila melanogaster Aurora kinase
or an ortholog of said kinase, or a fragment thereof able
to interact with RasGAP
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Figure 1: Specific interaction of Aurora/HsAIRK with RasGAP SH3
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Figure 2: Co-immunoprecipitation of HsAIRK-1 and HsAIRK-2 with RasGAP, in COS cells
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Figure 3: RasGAP interacts with the Ser/Thr kinase domain of Aurora and inhibited its kinase activity
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Figure 4: Co-precipitation of RasGAP, HsAIRK-1/HsAIRK-2 and survivin
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I
Conclusion ge´ne´rale
Les travaux pre´sente´s dans cette the`se ont permis de remplir en grande partie les
objectifs que nous nous e´tions fixe´s lors du de´marrage de ce projet :
1. validation de la cible constitue´e par le domaine SH3 de RasGAP,
2. obtention d’une premie`re se´rie d’inhibiteurs de cette cible,
3. validation de l’approche « aptame`res peptidiques »,
4. de´finition au niveau structural du site d’inte´reˆt the´rapeutique au sein du domaine
SH3,
5. mise au point de techniques simples de test d’affinite´ de mole´cules pour ce domaine
SH3, utilisable dans un crible a` haut de´bit.
La re´ussite de ce projet marque avant tout la re´ussite de la coordination d’une e´quipe
importante. En effet, de fac¸on relativement ambitieuse, nous nous e´tions volontairement
place´s a` l’interface entre de nombreuses disciplines :
– biologie mole´culaire et ge´ne´tique de la levure, pour tous les aspects concernant
le crible de la banque d’aptame`res peptidiques,
– biochimie et biologie cellulaire, pour mettre au point et utiliser de nombreux
tests de validation de notre de´marche et des aptame`res obtenus,
– biochimie pre´parative, pour la production de nombreuses prote´ines recombi-
nantes et leurs enrichissements isotopiques,
– synthe`se chimique, pour l’obtention de peptides synthe´tiques et de leurs de´rive´s,
– biophysique, pour la mise en œuvre de techniques performantes et miniaturisables
d’analyse de complexes mole´culaires,
– analyse structurale par re´sonance magne´tique nucle´aire et mode´lisation
mole´culaire, pour l’obtention d’informations ne´cessaire a` la conduite ulte´rieure
d’une de´marche de conception rationnelle d’inhibiteurs de petite taille.
Cette de´marche nous a donc place´s dans une situation tout a` fait semblable a` celle des
acteurs majeurs de l’industrie pharmaceutique, lors des premie`res e´tapes de la conception
de mole´cules the´rapeutiques. Il s’agissait de l’un des aspects cle´s de ce projet, et nous
espe´rons que cette collaboration multidisciplinaire s’e´tende le plus largement possible dans
le cadre de partenariats entre laboratoires publiques et prive´s.
Les re´sultats obtenus nous ont permis de de´montrer la capacite´ de la technique des
aptame`res a` valider une cible the´rapeutique et a` obtenir des informations structurales
sur cette cible et ses interactions avec ses partenaires. De nombreuses e´quipes s’e´taient
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de´ja` inte´resse´es a` ce sujet sans parvenir a` ce re´sultat. Les aptame`res identifie´s nous ont
e´galement permis de reproduire les effets observe´s avec la micro-injection de l’anticorps
mAb200, ce qui valide l’approche choisie.
Sur le plan technologique, les travaux re´alise´s dans cette the`se ont permis la de´finition
d’une nouvelle approche, en adaptant de nombreux outils existants. En effet, les diffe´-
rentes techniques utilise´es font partie de l’arsenal des techniques relativement courantes
de la biotechnologie – au sens large – moderne. Cependant, sur le plan me´thodologique,
notre projet de recherche pre´sente, de par la grande varie´te´ des domaines couverts et leur
enchaˆınement, une re´elle originalite´. Cette originalite´ tient en particulier a` l’utilisation
re´ussie de la technique des aptame`res peptidiques pour obtenir des informations structu-
rales. Jusqu’ici, les de´veloppements dans cette direction (de l’aptame`re peptidique ou du
phage display au peptide) n’avaient mene´ qu’a` la de´finition de nouveaux motifs consensus,
obtenus par alignements de se´quences de re´gions variables. Les travaux pre´sente´s ici n’ont
pas encore conduit a` la re´solution comple`te de la structure du complexe entre le domaine
SH3 et un peptide (en raison principalement de proble`mes de stabilite´ du peptide qui de-
vraient rapidement eˆtre re´solus, comme nous l’avons vu). Nous avons toutefois obtenu la
de´monstration de l’existence d’un complexe stable, dont la structure, qui sera re´solue pro-
chainement par RMN ou par cristallographie aux rayons X, sera tre`s certainement proche
de celles propose´es par mode´lisation mole´culaire et pre´sente´es dans le dernier chapitre.
L’un des objectifs initiaux de ce projet concernait la de´finition pre´cise du site d’in-
te´reˆt the´rapeutique au sein de la surface du domaine SH3 de RasGAP. En effet, dans le
cadre de la recherche d’inhibiteurs d’interactions prote´ine-prote´ine impliquant un domaine
SH3, l’une des questions les plus de´licates est probablement celle de la « target drugabi-
lity », c’est a` dire la question de la « faisabilite´ » de la conception de petites mole´cules
inhibitrices.
La plupart des mole´cules cible´es de petite taille actuellement sur le marche´ sont des
inhibiteurs de site actif enzymatique. Cependant, et comme nous l’avons vu au chapitre 2,
de nombreuses e´tudes sont en cours pour l’e´mergence d’autres approches, telles que celle
que nous avons choisie, par inhibition d’interactions prote´ine-prote´ine.
La principale difficulte´ de ces approches tient a` la grande taille des sites de reconnaiss-
nace, et au nombre d’interactions mises en jeu, qui ne´cessitent la de´couverte de mole´cules
parfaitement adapte´es.
Le site d’inte´reˆt que nous avons identifie´ comprend une poche hydrophobe encadre´e de
re´sidus acides. Malgre´ sa taille relativement importante en comparaison avec, par exemple,
le site ATP cible´ par imatinib, et le fait qu’il ne s’agisse pas d’une cavite´ (ce qui permet
avec une petite mole´cule de cre´er un nombre important d’interactions), ce site nous paraˆıt
promettre des re´sultats tout a` fait satisfaisants. Les re´cents succe`s sur d’autres domaines
SH2 ou SH3 de conception de mole´cules de petites tailles et d’affinite´s importantes te´-
moignent en effet de la faisabilite´ de cette approche.
Enfin, il est clair que ce projet ne prend pas fin avec cette the`se. Il va se poursuivre
au sein de notre laboratoire par l’optimisation par mode´lisation et synthe`se chimique des
mole´cules pre´sente´es ici. En paralle`le, les structures obtenues vont servir de base a` la
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de´finition de tests de criblage in vitro de chimiothe`ques virtuelles. Cette e´tape permettra
la se´lection de mole´cules au sein de chimiothe`ques obtenues aupre`s d’instituts partenaires
(notamment l’Institut Curie) et leur e´tude a` haut de´bit en utilisant un test miniaturise´
consistant a` mesurer l’anisotropie de fluorescence d’un ligand de re´fe´rence. Nous sommes
donc tout a` fait confiant dans l’obtention tre`s prochaine de petites mole´cules inhibitrices
du domaine SH3 de RasGAP, dont l’activite´ anti-tumorale sera e´tudie´e au laboratoire sur
des mode`les cellulaires et animaux.
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Annexe A
Mise au point d’outils de mise en
e´vidence du complexe RasGAP-Aurora
A.1 Un besoin a` remplir
Pour confirmer l’interaction RasGAP-SH3/Aurora mise en e´vidence par un crible double-
hybride, nous avions besoin d’un syste`me de pre´cipitation de ce complexe efficace, e´tant donne´
les difficulte´s suivantes :
– RasGAP, prote´ine de 120KDa, migre a` une position tre`s proche des chaˆınes lourdes des
immunoglobulines utilise´es en immunopre´cipitation, et bien souvent re´ve´le´es par les anti-
corps secondaires,
– les diffe´rentes prote´ines Aurora migrent a` une position tre`s proche des chaˆınes le´ge`res des
immunoglobulines utilise´es en immunopre´cipitation,
– e´tant donne´es les faibles quantite´s des prote´ines pre´sentes dans les lysats que nous sou-
haitons visualiser, et la difficulte´ de visualiser des complexes multiprote´iques, nous avons
besoin d’un syste`me simple a` mettre en œuvre, peu couˆteux et efficace.
La figure A.1 pre´sente une expe´rience de co-pre´cipitation du complexe RasGAP/AuroraSurvivin.
Cette expe´rience a e´te´ re´alise´e sur cellules COS-1 1 en surexprimant Aurora-A tagge´ FLAG 2 par
transfection transitoire avant de disposer du peptide de pre´cipitation de RasGAP. Apre`s une
premie`re re´ve´lation par l’anticorps M5 α-FLAG, la membrane du Western-Blot a e´te´ hybride´e
une seconde fois avec l’anticorps mAb200 α-RasGAP-SH3. On voit nettement la pre´cipitation
de Aurora-A-FLAG lie´ a` RasGAP sur les deux premie`res colonnes, mais en revanche, lors de la
pre´cipitation de Aurora-A-FLAG par l’anticorps M5 couple´ aux billes se´pharose-prote´ine A, sur
cette membrane, la pre´sence des chaˆınes lourdes de l’anticorps M5 empeˆche la visualisation de
RasGAP. Nous avons rencontre´ le meˆme type de proble`mes lors de l’utilisation d’anticorps α-
Aurora apre`s immunopre´cipitation par l’anticorps B4F8 α-RasGAP, Aurora migrant a` peu pre`s a`
la meˆme position que les chaˆınes le´ge`res de cet anticorps.
1. COS-1 : Fibroblastes de singe vert Cercopithecus aethiops transforme´es par SV40, exprimant l’antige`ne T
2. Se´quence du tag FLAG utilise´ MDFKDDDDK.
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Fig. A.1 – Complexe Aurora/RasGAP dans cellules COS, par surexpression de Aurora-A tagge´
FLAG.
Nous avons alors e´tudie´ la possibilite´ d’utiliser, en comple´ment des expe´riences classiques
d’immunopre´cipitation, la pre´cipitation de RasGAP et des complexes forme´s par cette prote´ine
avec d’autres prote´ines, par un peptide reconnu par l’un de ses domaines SH2, et fixe´ covalem-
ment a` des billes de se´pharose.
La prote´ine p62-dok est un ligand endoge`ne des domaines SH2 de RasGAP, et la reconnais-
sance de cette prote´ine se fait par l’interme´diaire de plusieurs tyrosines phosphoryle´es, notam-
ment celle se trouvant en position 296 (Carpino et al., 1997, Kashige et al., 2000). Nous avons
donc retenu la se´quence 293PALpYAEPLDS302, issue de la se´quence de p62-dok pour la synthe`se de
ce peptide.
A.2 Synthe`se d’un peptide se fixant spe´cifiquement sur le do-
maine SH2 de RasGAP
La synthe`se peptidique en phase solide a e´te´ re´alise´e a` l’e´chelle 0, 1mmol sur de la re´sine
HMP, en utilisant un synthe´tiseur de peptide A431 (Applied Biosystems), en chimie Fmoc.
Tous les acides amine´s ont e´te´ couple´s en utilisant les agents de couplage DCC / HOBt, sauf la
phospho-tyrosine, qui a e´te´ couple´e en utilisant BOP / HOBt / DIEA (10:10:30 e´quivalents) en
solution dans NMP.
Apre`s de´protection, clivage, purification sur HPLC et lyophilisation, ce peptide est greffe´ sur
des billes Se´pharose-CNBr (Amersham). Ces billes peuvent alors servir a` re´aliser des colonnes
d’affinite´ pour la purification de la prote´ine RasGAP par l’un de ses domaines SH2, ainsi que des
prote´ines complexe´es a` RasGAP.
La figure A.2 pre´sente l’une de nos premie`res expe´riences de pre´cipitation de RasGAP issu
de lysat HeLa par son domaine SH2, sous forme d’un Western-blot re´ve´le´ par l’anticorps B4F8.
RasGAP ne se fixe pas sur les billes Se´pharose-CNBr non couple´es au peptide issu de p62-dok.
Pour ve´rifier que RasGAP e´tait la seule prote´ine pre´cipite´e, nous avons tente´ de colorer au bleu
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de Coomassie ou au nitrate d’argent des gels similaires, mais la faible quantite´ de prote´ines ainsi
recueillies n’ont pas permis d’obtenir un re´sultat significatif.
Fig. A.2 – Pull-down de RasGAP par son domaine SH2. –/+ : 500µg de prote´ines de lysat de
cellules HeLa sont incube´es avec des billes CNBr-Se´pharose seules (–) ou couple´es au peptide p62-
dok293-302, pY 296 ; apre`s incubation et lavage, les prote´ines sont de´croche´es des billes par 40µl de tampon
de de´poˆt de Laemmli. LT : de´pot de 50µg de lysat total
Toutefois, la figure A.3 montre que l’interaction RasGAP-SH2/peptide p62-dok293-302, pY 296
est spe´cifique. L’expe´rience pre´sente´e ici consiste a` re´aliser une compe´tition de l’interaction entre
RasGAP et ce peptide fixe´ sur billes CNBr-Se´pharose, par ce meˆme peptide, mais libre et place´
en solution dans le lysat cellulaire 30 minutes avant l’incubation sur billes. Cette figure permet
d’estimer une CI50 de l’ordre de 10
−5M .
Fig. A.3 – Compe´tition de l’interaction de RasGAP avec les billes couple´es au peptide issu de
p62dok par ce peptide en solution. La colonne LT correspond au de´poˆt de 50µg de lysat total.
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Annexe B
Mate´riels et Me´thodes
B.1 Biologie Mole´culaire
Les me´thodes de biologie mole´culaire que nous avons utilise´ sont tout a` fait classiques
(construction de plasmides, se´quenc¸age...) et ne sont donc pas de´taille´es ici.
Construction des plasmides pEG202 RasGAP-SH3 et pEG202 RasGAP-SH3W317K
Ces constructions ont e´te´ faites par sous-clonage entre les sites de restriction EcoR1 et
BamH1 ou Sal1 de ce vecteur de fragments issus de plasmides contenant de´ja` ces domaines,
amplifie´s par PCR en utilisant les amorces suivantes :
– SH3
– 5’-ATAT GAA TTC GGC GGT GAA GAT AGA TAG AAG GCG TGT ACG AGC (sens)
– 5’-TAAT GGA TCC TTA TAT TTT TCC TTC ATG TGG ATC TTC (α-sens)
– SH2-SH3-SH2 (note´ parfois ici SH232)
– 5’-ATAT GAA TTC GGT GGC GCC ATA CCG TTG ACC GCT CCT CC (sens)
– 5’-TAAT GTC GAC CTA TTG TTC TTG ATC CTG CAT TGG TAC (α-sens)
B.2 Se´lection d’aptame`res peptidiques
Le chapitre 5 contient de nombreux de´tails concernant les expe´riences que nous avons re´alise´es
a` l’aide de levures. Les protocoles de mise en œuvre des aptame`res peptidiques sont la proprie´te´
d’Aptanomics et ne sont donc pas de´taille´s ici.
B.3 Biologie cellulaire
B.3.1 Culture cellulaire
Les cellules HeLa utilise´es ont e´te´ cultive´es en milieu DMEM (Gibco, ref. 31966-021, conte-
nant 4,5 g/L de glucose et du GlutaMAX➋ I) supple´mente´ avec 10% de se´rum de veau fœtal
(Gibco, ref. 10270-106), en pre´sence des antibiotiques penicilline (100U/mL) et streptomycine
(100µg/mL). Tous les trois a` quatre jours, les cellules sont lave´es au PBS, de´colle´es de leur
substrat plastique par action de la Trypsine (Gibco) et re´ensemence´es apre`s dilution au 1/5e.
Les cellules sont maintenues dans un incubateur thermostate´ a` 37➦C, en atmosphe`re enrichie a`
5% de CO2.
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La culture des autres types cellulaires a e´te´ re´alise´e dans des conditions similaires au sein du
laboratoire de biologie cellulaire d’Aptanomics.
B.3.2 Expression des aptame`res
Pour leur expression en cellules humaines, les aptame`res ont e´te´ sous-clone´s dans les vecteurs
pPER et pPERt, utilisant un promoteur re´troviral pour l’induction de l’expression. Le vecteur
pPERt dispose en outre d’une cassette d’expression Tet-Off, qui permet un controˆle de l’expres-
sion des aptame`res : la pre´sence dans le milieu de culture de doxycycline inhibe l’expression du
transge`ne.
Les vecteurs d’expression des aptame`res sont transfecte´s dans les diffe´rentes ligne´es cellulaires
en utilisant l’agent de transfection ExGen 500 (Euromedex), en suivant le protocole fourni par
le fabricant.
B.4 Prote´ines recombinantes
B.4.1 Expression et Enrichissement isotopique
L’expression du domaine SH3 de RasGAP a e´te´ re´alise´e en cellules E. coli BL21(DE3). Apre`s
8h de pre´-culture a` 37➦C avec agitation vigoureuse, en pre´sence de 100 µg/mL d’ampicilline en
milieu LB, les bacte´ries sont dilue´es jusqu’a` DO600=0,05 dans du LB/ampicilline et a` nouveau
incube´es dans les meˆme conditions en erlenmeyer. Lorsque la DO600 atteint 0,6 a` 0,8 (au bout
d’environ 3h), de l’IPTG est ajoute´ jusqu’a` 1 mM final pour induire l’expression de la prote´ine
recombinante.
L’enrichissement homoge`ne en 15N est obtenu en utilisant un milieu de culture minimal dans
lequel la seule source d’azote est 15NH4.
Apre`s centrifugation a` 6000 g pendant 10 min a` 4➦C, les culots secs bacte´riens sont congele´s
pendant une nuit. Le lendemain, les cellules sont lave´es deux fois sur glace dans du PBS, et
culotte´es par centrifugation dans les meˆmes conditions. Apre`s eˆtre resuspendues dans un faible
volume de PBS froid, en pre´sence d’inhibiteurs de prote´ases (Cocktail➋, Amersham), les bacte´ries
sont soumises a` sonication ultrasonore (trois cycles de 30 s, entrecoupe´es de refroidissement sur
glace pendant 30 s). Apre`s sonication, on ajoute 1% final de Triton-X100 et on laisse la lyse
se poursuivre pendant 1h a` 4➦C avec agitation douce. Le lysat cellulaire est ensuite clarifie´ par
centrifugation a` 14000 g pendant 30 min.
B.4.2 Purification
La purification du domaine SH3 de RasGAP, portant le tag [His]6, a e´te´ re´alise´e sur colonne
HIS-Select➋ (Sigma) en utilisant une chaˆıne FPLC Amersham. Le lysat contenant la prote´ine
recombinante a tout d’abord e´te´ charge´ sur la colonne par injections successives (jusqu’a` cinq
injections de 2mL de lysat, entrecoupe´es par des lavages avec le tampon A, 1 mL/min). La
colonne a ensuite e´te´ lave´e pendant 10 min avec ce tampon A, avant de commencer une e´lution
par un gradient de tampon B dilue´ dans le tampon A (de 0 a` 100% de B dans A en 30 min).
L’e´lution du produit majoritaire intervient vers 25% de B dans A. Apre`s analyse par SDS-PAGE,
cette prote´ine a la taille attendue.
Tampons :
– A : 50 mM phosphate pH 7,5 ; 300 mM NaCl ; 10 mM imidazole
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– B : 50 mM phosphate pH 7,5 ; 300 mM NaCl ; 500 mM imidazole
Le tampon a ensuite e´te´ remplace´ par un tampon [50 mM phosphate pH 7,5, 100 mM NaCl]
et la prote´ine concentre´e par ultrafitration (filtres Millipore Amicon➤ 4 et 15) en suivant les
recommandations du constructeur des filtres. C’est ce tampon qui a e´galement e´te´ utilise´ pour
les mesures d’anisotropie de fluorescence.
B.5 Synthe`se peptidique
B.5.1 Synthe`se en phase solide
La synthe`se des diffe´rents peptides a e´te´ re´alise´e sur des synthe´tiseurs Applied Biosystems
A431 et A433, en utilisant les deux protocoles de synthe`se en chimie Fmoc propose´s par le
fabricant, a` savoir en utilisant soit les agents de couplage DCC/HOBt, soit HBTU/HOBt (chimie
FastMoc➋).
La qualite´ de la synthe`se peptidique est ve´rifie´e au cours de son de´roulement par analyse par
spectrome´trie UV de la de´protection. En effet, la libe´ration du groupement Fmoc conduit a` la
formation d’un sel absorbant dans l’ultraviolet. La mesure de l’absorbance UV du contenu du
re´acteur apre`s la de´protection fournit donc une e´valuation relativement fiable de la qualite´ de la
de´protection du dernier acide amine´ couple´, et donc directement de la qualite´ de son couplage.
La figure B.1 pre´sente les principales protections utilise´es pour la synthe`se peptidique en
phase solide.
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Fig. B.1 – Principales protections utilise´es pour la synthe`se peptidique en phase solide
Sauf mention contraire, la synthe`se peptidique a e´te´ re´alise´e sur re´sine HMP (Applied Bio-
systems)
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Does the peptide contain
a N-terminal Fmoc group ?
YES
NO
YES
NO
NO
YES
YES
YES
NO
Remove
the N-terminal Fmoc group
Does the peptide contain
Arg(Mtr) or 
an unprotected Trp?
Does the peptide contain
Cys(Trt) or Met?
Cleave with:
94.5% TFA; 2.5% water;
2.5% EDT; 1% TIS
Does the peptide contain
> 2 Arg(Mtr) residues ?
Cleave with:
1M TMSBr/thioanisole
in TFA with m-cresol/EDT
Cleave with:
81.5% TFA; 5% thioanisole;
5% phenol; 5% water;
2.5% EDT; 1% TIS
Cleave with:
95% TFA; 2.5% water;
2.5% TIS
Fig. B.2 – Proce´dures de clivage utilise´es, selon la composition du peptide synthe´tise´ (d’apre`s
White et al., 2002)
B.5.2 Purification
Apre`s clivage et e´vaporation de l’acide, nous avons pre´cipite´ et lave´ a` l’e´ther les peptides
(pour retirer tous les scavengers). Ensuite, les peptides sont purifie´s sur colonne HPLC semi-
pre´parative (colonne Waters Symmetry 300➋ C18 7µm, 19 × 250mm), en utilisant une chaˆıne
pompe/injecteur Waters 600 et un de´tecteur UV Waters a` 214nm. Les diffe´rentes fractions sont
analyse´es en HPLC analytique en utilisant une colonne Vydac (colonne C18 5µm, ref. 218TP➋54,
4, 6× 250mm.
B.6 Analyse biophysique
B.6.1 Mesures d’affinite´s par polarisation de fluorescence
Apre`s avoir assez longuement de´taille´ le principe de la mesure de la polarisation de fluores-
cence (cf. p. 8.2), nous allons montrer brie`vement comment cette technique peut eˆtre utilise´e
pour mesurer l’affinite´ d’un ligand pour une prote´ine. Nous allons e´tudier le cas de la mesure
directe de l’affinite´ d’un ligand fluorescent, et ensuite le cas de la mesure indirecte de l’affinite´
d’un ligand non fluorescent, par compe´tition de l’interaction avec un autre ligand « de re´fe´rence »
fluorescent.
CONFIDENTIEL
IV
230 Analyse biophysique
Mesure directe : ligand fluorescent
Au sein d’une solution contenant une prote´ine et un ligand fluorescent capable de s’y fixer, a`
l’e´quilibre, nous avons coexistence de deux trois espe`ces, dont deux seulement sont fluorescentes :
protein + probe
Kd
❊●●●●●●● ❈ complex
De`s lors, a` l’e´quilibre, les concentrations suivent e´videmment l’e´quation suivante :
Kd =
[protein] · [probe]
[complex]
Les deux espe`ces complex et probe sont fluorescentes et posse`dent des caracte´ristiques tre`s
proches pour leurs parame`tres de fluorescence (notamment τ). En revanche, leurs volumes mo-
le´culaires V sont diffe´rents et on a :
Vprobe < Vcomplex
On peut supposer en premie`re approximation que :
Vprobe
Vcomplex
∼ MWprobe
MWcomplex
ou` MW de´signe la masse mole´culaire des espe`ces.
La polarisation globale Pglobal de la fluorescence de l’e´chantillon va donc re´sulter de l’addition
des polarisations des deux espe`ces probe et complex, suivant le syste`me d’e´quations B.1 :

Pglobal= Pprobe · [probe] + Pcomplex · [complex]
Kd=
[protein]·[probe]
[complex]
nprobe
volume = [probe] + [complex]
nprotein
volume = [protein] + [complex]
(B.1)
Les donne´es de ce syste`me sont les quantite´s de chacune des mole´cules (nprobe et nprotein) et
la polarisation mesure´e Pglobal. Il s’agit donc d’estimer le parame`tre Kd et les parame`tres Pprobe,
Pcomplex.
Les expe´riences que nous avons re´alise´es consistent tout d’abord a` mesurer la polarisation
de fluorescence de diffe´rents e´chantillons contenant une quantite´ fixe´e et connue du ligand fluo-
rescent probe (dans notre cas, un peptide couple´ a` la fluoresce´ine), et des quantite´s variables et
connues de la prote´ine protein (dans notre cas, le domaine SH3 de RasGAP) pour laquelle nous
souhaitons mesurer l’affinite´.
L’e´tude e´le´mentaire de ce syste`me d’e´quation ame`ne trois conclusions :
nprotein
vol ≪Kd⇒P ≈ Pprobe
nprotein
vol ≫Kd⇒P ≈ Pprotein
nprotein
vol = Kd⇒P = 12 (Pprobe + Pprotein)
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Il est donc tout a` fait simple d’obtenir une bonne estimation de la valeur du Kd d’une
interaction si les donne´es sont suffisantes, c’est a` dire s’il est possible d’utiliser des concentrations
suffisamment importantes de prote´ine, pour se placer dans la condition [protein] ≫ Kd. Dans
certains cas, nous n’avons pas pu nous placer dans ces conditions, et nous avons donc eu recours a`
l’utilisation d’algorithmes statistiques d’estimation par re´gression non-line´aire de ces parame`tres,
notamment imple´mente´s par Kuzmic (1996) dans le logiciel DynaFit 1.
Davantage de pre´cisions pourront eˆtre trouve´es concernant la mesure d’affinite´ de peptides
par polarisation de fluorescence dans la revue de Burke et al. (1996).
Mesure indirecte : Compe´tition d’interaction
Apre`s avoir caracte´rise´ un ligand fluorescent de re´fe´rence, il est possible de re´aliser des
expe´riences de compe´tition de l’interaction de ce ligand probe par une autre mole´cule compet.

protein+ probe
Kd 1
❊●●●●●●●●●● ❈ complexprobe
protein+ compet
Kd 2
❊●●●●●●●●●● ❈ complexcompet
Bien e´videmment, les espe`ces fluorescentes en pre´sence sont toujours uniquement probe et
complexprobe.
L’expe´rience re´alise´e consiste alors a` mesurer la polarisation de la fluorescence d’e´chantillons
contenant des quantite´s constantes et connues de probe et de protein, et avec une quantite´
variable de la mole´cule compet.
Les e´quations de´crivant ce syste`me deviennent alors :

Pglobal= Pprobe · [probe] + Pcomplexprobe · [complex]
Kd 1=
[protein]·[probe]
[complexprobe]
Kd 2=
[protein]·[compet]
[complexcompet]
nprobe
volume = [probe] + [complexprobe]
ncompet
volume = [compet] + [complexcompet]
nprotein
volume = [protein] + [complexprobe] + [complexcompet]
(B.2)
Les donne´es de ce syste`me sont les quantite´s de chacune des mole´cules (nprobe, ncompet
et nprotein), la polarisation mesure´e Pglobal et les parame`tres estime´s ante´rieurement (Pprobe,
Pcomplexprobe et Kd 1).
La situation est donc relativement plus complique´e que dans le cas pre´ce´dent. Ce syste`me
d’e´quations (B.2) ne permet plus, comme le syste`me (B.1), de tirer des conclusions simples
comme celles qui permettent une lecture directe du Kd dans le cas d’un seul ligand. Le recours
a` un logiciel d’analyse statistique pour estimer le parame`tre Kd 2 est donc ne´cessaire. Le logiciel
DynaFit rend possible non seulement la re´alisation de telles estimations, mais e´galement celle
1. DynaFit, Biokin Ltd., Pullman, WA, USA. www.biokin.com
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de simulations permettant, en faisant des hypothe`ses sur les affinite´s des mole´cules a` tester, de
de´terminer les meilleures conditions expe´rimentales pour l’obtention de signaux suffisamment
importants pour leur de´tection.
Aspects expe´rimentaux
La prote´ine recombinante RasGAP-SH3-[His]6 produite et purifie´e tel que de´taille´ pre´ce´dem-
ment a e´te´ utilise´e. Sa concentration a e´te´ de´termine´e par spectrophotome´trie UV a` 280 nm et
par le test colorime´trique de Bradford (1976).
Les ligands peptidiques fluorescents et non fluorescents, lyophilise´s et pese´s, ont e´te´ dissous
dans quelques µL de DMSO, avant d’eˆtre dilue´s jusqu’aux concentrations souhaite´es dans le
meˆme tampon que celui utilise´ pour la pre´paration de la prote´ine RasGAP-SH3-[His]6.
L’expe´rience e´le´mentaire que nous avons re´alise´e consiste a` mesurer l’anisotropie de fluo-
rescence d’une se´rie de dilutions du SH3, en restant en pre´sence d’une concentration fixe du
peptide fluorescent. D’une fac¸on ge´ne´rale, nous avons utilise´ comme concentration du peptide
fluorescent 30 nM, et avons dilue´ le domaine SH3 de 500 µM a` 500 nM, en utilisant des dilutions
successives. Pour les expe´riences de compe´tition d’interaction, le compe´titeur, initialement for-
tement concentre´, est dilue´ progressivement dans une solution contenant le peptide de re´fe´rence
a` 30 nM et le domaine SH3 de RasGAP a` 150 µM.
Toutes les mesures ont e´te´ re´alise´es en plaque 384 puits (re´f. 3676, plaques polystyre`ne NBS➋
faible volume, noires, Corning➤), dans un volume utile final de 12 µL.
Les filtres utilise´s sur le lecteur de plaques Envision Perkin Elmer sont les suivants :
– excitation : filtre « FITC FP 480 nm,
– emission : filtres FITC FP P-pol 535 nm et FITC FP S-pol 535 nm.
L’intensite´ de la lampe flash, le nombre d’e´clairs et la dure´e d’acquisition sont re´gle´s suivant
les recommandations du constructeur Perkin Elmer.
B.6.2 Corre´lation de fluorescence
La corre´lation 〈G(τ)〉 se calcule a` partir de la mesure l’intensite´ de la fluorescence 〈F (t)〉 en
fonction du temps :
〈G(τ)〉 = 〈F (t)〉
2 + 〈δF (t) δF (t + τ)〉
〈F (t)〉2
Moyennant quelques mode´lisations (notamment du volume e´claire´ par le laser bi-photonique),
on peut exprimer l’autocorre´lation en fonction de la taille du volume actif (volume gaussien
tridimensionnel de diame`tre r0 et de hauteur z0), du temps de diffusion a` l’inte´rieur de ce
volume τD et du nombre moyen de mole´cules 〈N〉 :
G(τ) = frac1〈N〉(1 + τ
τD
)−1(1 + (
r0
z0
)2
τ
τD
)−1/2
Le temps de diffusion τD s’exprime de la fac¸on suivante, avec D le cœfficient de diffusion :
τD =
r20
4D
On peut remarquer ici que d’apre`s la relation d’Einstein-Stokes, D est relie´ au rayon mole´-
culaire r (avec η : viscosite´ du milieu) :
D =
k · T
6π · η · r
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Bien e´videmment, la masse d’une mole´cule est plutoˆt relie´e au cube de ce rayon mole´culaire,
d’apre`s la relation suivante :
MW ∝ volume ∝ r3
On conc¸oit donc que si la masse d’un mole´cule « fluorescente » est multiplie´e par 2 (ce qui est
un ordre de grandeur cohe´rent pour la fixation d’un peptide sur le domaine SH3), son cœfficient
de diffusion sera multiplie´ par 1/ 3
√
2 (≈ 0, 79370236).
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Annexe C
Domaines SH3 dont la structure a
e´te´ re´solue
Le tableau C.1 pre´sente la liste issue de la PDB des domaines SH3 (seuls ou en pre´sence de
ligands) dont la structure a e´te´ re´solue.
Prote´ine Org. Pdb Technique Ligand Re´fe´rence
α-Spectrin Gg
1E7O X-ray
1UUE X-ray
1M8M RMN Castellani et al. (2002)
1BK2 X-ray Martinez et al. (1998)
1NEG X-ray Mueller et al. (2003)
1PWT X-ray Musacchio et al. (1992)
1E6G X-ray Ventura et al. (2002)
1E6H X-ray Ventura et al. (2002)
1H8K X-ray Ventura et al. (2002)
1HD3 X-ray Viguera et al. (2002)
Abl Hs
1AWO RMN Gosser et al. (1995)
2ABL X-ray Nam et al. (1996)
1BBZ X-ray APSYSPPPPP Pisabarro et al. (1998)
Abl Mm
1ABO X-ray APTMPPPLPP Musacchio et al. (1994)
1ABQ X-ray Musacchio et al. (1994)
Abl n/a 1BBZ X-ray APSYSPPPPP Pisabarro et al. (1998)
ABP1 Sc 1JO8 X-ray Fazi et al. (2002)
Adap Hs 1RI9 RMN Heuer et al. (2004)
Amphiphysin Rn 1BB9 X-ray Owen et al. (1998)
BAA76854.1 Hs 1UG1 RMN
Bruton’s kinase Hs
1AWW RMN Hansson et al. (1998)
1AWX RMN Hansson et al. (1998)
1QLY RMN Tzeng et al. (2000)
Crk Hs
1JU5 RMN EPGPYAQPSVNTK Donaldson et al. (2002)
1CKB X-ray PPPVPPRRRR Wu et al. (1995)
Tab. C.1: Domaines SH3 dont la structure a e´te´ re´solue (Suite page
suivante)
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Prote´ine Org. Pdb Technique Ligand Re´fe´rence
Crk Mm
1M30 RMN
1M3A RMN
1M3B RMN
1M3C RMN
1JU5 RMN EPGPYAQPSVNTK Donaldson et al. (2002)
1B07 X-ray YEVPGPVPPRRR Nguyen et al. (1998)
1CKA X-ray PPPALPPKKR Wu et al. (1995)
1CKB X-ray PPPVPPRRRR Wu et al. (1995)
Crk n/a 1B07 X-ray YEVPGPVPPRRR Nguyen et al. (1998)
Csk Hs 1CSK X-ray Borchert et al. (1994)
Eps8 Mm
1AOJ X-ray Kishan et al. (1997)
1I07 X-ray Kishan et al. (2001)
1I0C X-ray Kishan et al. (2001)
Fyn HIV-1
1AVZ X-ray Arold et al. (1997)
1EFN X-ray Lee et al. (1996)
Fyn Hs
1AVZ X-ray Arold et al. (1997)
1G83 X-ray Arold et al. (2001)
1M27 X-ray KSLTIYAQVQK Chan et al. (2003)
1EFN X-ray Lee et al. (1996)
1NYF RMN Morton et al. (1996)
1NYG RMN Morton et al. (1996)
1SHF X-ray Noble et al. (1993)
1A0N RMN PPRPLPVAPGSSKT Renzoni et al. (1996)
1AZG RMN PPRPLPVAPGSSKT Renzoni et al. (1996)
Garp-Like 3 Mm 1J0F RMN
GEF-6 Hs 1UJY RMN
Grb-2 Ce
1K76 RMN Ferreon et al. (2003)
1KFZ RMN Ferreon et al. (2003)
1SEM X-ray PPPVPPRRR Lim et al. (1994b)
2SEM X-ray PPPVPRR Nguyen et al. (1998)
3SEM X-ray PPPVPRRR Nguyen et al. (1998)
Grb-2 Dm 1AZE RMN VPPPVPPRRR Vidal et al. (1999)
Grb-2 Hs
1IO6 RMN RHYRPLPPLP
1GFC RMN Kohda et al. (1994)
1GFD RMN Kohda et al. (1994)
1AZE RMN VPPPVPPRRR Vidal et al. (1999)
Grb-2 Mm
1SEM X-ray PPPVPPRRR Lim et al. (1994b)
1GBR RMN SPLLPKLPPKTYKRE Wittekind et al. (1994)
1GBQ RMN VPPPVPPRRR Wittekind et al. (1997)
2GBQ RMN VPPPVPPRRR Wittekind et al. (1997)
3GBQ RMN VPPPVPPRRR Wittekind et al. (1997)
4GBQ RMN VPPPVPPRRR Wittekind et al. (1997)
Grb-2 n/a
2SEM X-ray PPPVPRR Nguyen et al. (1998)
3SEM X-ray PPPVPRRR Nguyen et al. (1998)
hck Hs
1BU1 X-ray Arold et al. (1998)
4HCK RMN Horita et al. (1998)
5HCK RMN Horita et al. (1998)
Internalin-B Lm 1M9S X-ray Marino et al. (2002)
Tab. C.1: Domaines SH3 dont la structure a e´te´ re´solue (Suite page
suivante)
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Prote´ine Org. Pdb Technique Ligand Re´fe´rence
Intersectin-B Hs
1J3T RMN
1UDL RMN
1UE9 RMN
1UFF RMN
1UHF RMN
KIAA0621 Hs 1UGV RMN
KIAA1010 Hs 1UHC RMN
Lck Hs
1H92 RMN
1KIK RMN
1LCK X-ray EGQYQPQPA Eck et al. (1994)
Mona/Gads Mm
1H3H RMN APSIDRSTKPA
1OEB X-ray PAPSIDRSTKPPL
1UTI X-ray GQPPLVPPRKEKMRGK
Nebulin Hs
1ARK RMN Politou et al. (1998)
1NEB RMN Politou et al. (1998)
p40.4 Sc 1OOT X-ray
p47-Phox Hs
1UEC X-ray
1K4U RMN Kami et al. (2002)
Pep Mm 1JEG RMN Ghose et al. (2001)
Pex13p Sc
1JQQ X-ray Douangamath et al. (2002)
1N5Z X-ray EAMPPTLPHRDWKD Douangamath et al. (2002)
1NM7 RMN Pires et al. (2003)
Phospholipase Hs
1HSQ RMN Kohda et al. (1993)
2HSP RMN Kohda et al. (1993)
PI3K Bt
1PNJ RMN Booker et al. (1993)
2PNI RMN Booker et al. (1993)
PI3K Hs
1PKS RMN Koyama et al. (1993)
1PKT RMN Koyama et al. (1993)
1PHT X-ray Liang et al. (1996a)
PSAE Sy.
1PSE RMN Falzone et al. (1994)
1PSF RMN Falzone et al. (1994)
PSD-95 Rn
1KJW X-ray McGee et al. (2001)
1JXM X-ray Tavares et al. (2001)
1JXO X-ray Tavares et al. (2001)
SH3BGRL3 Mm 1T1V X-ray Nardini et al. (2004)
Src Asv
1QWE RMN APPLPPRNRPRL Feng et al. (1995)
1QWF RMN VSLARRPLPPLP Feng et al. (1995)
Src Gg
1PRL RMN AFAPPLPRR Feng et al. (1994)
1PRM RMN AFAPPLPRR Feng et al. (1994)
1RLP RMN RALPPLPRY Feng et al. (1994)
1RLQ RMN RALPPLPRY Feng et al. (1994)
1SHG X-ray Musacchio et al. (1992)
1SRL RMN Yu et al. (1993)
1SRM RMN Yu et al. (1993)
Src Hs 1SHD X-ray Gilmer et al. (1994)
Stam-2 Mm 1UJ0 X-ray TPMVNRENKPP
Tec Mm 1GL5 RMN Pursglove et al. (2002)
Vav Hs 1GCQ X-ray Nishida et al. (2001)
Tab. C.1: Domaines SH3 dont la structure a e´te´ re´solue (Suite page
suivante)
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Prote´ine Org. Pdb Technique Ligand Re´fe´rence
Vav Mm
1GCP X-ray Nishida et al. (2001)
1K1Z RMN Ogura et al. (2002)
Tab. C.1: Domaines SH3 dont la structure a e´te´ re´solue
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P E x x Y V R A L Y D Y E A E D P D E L S F K K G D I I Y I L E K S
A 49 48,7 48,7 53,7 48,7 51 47,3 63,1 47,7 56 54 56,7 48,3 55,7 49 48,3 49 53,7 54,4 47,7 51,3 54,4 47,3 48,7 50 55 47,7 53,7 47,3 49 48 48,3 49 48,7
G 46,6 47,7 49 44,6 42,3 43,3 41,9 48,7 41,3 41,6 48,3 40,6 45,3 49,7 46 47 48,3 50 45,6 40,3 48,3 40,6 44,6 45 67,1 45,6 41,3 39,6 43 39,6 41,6 47,3 45,6 46,6
I 45,3 44,6 45,6 45,3 50 54 50,7 48 54 49,7 39,3 50,7 44 44,6 44 43 41,6 40,3 39,9 57,4 43,6 54,7 43,6 43 37,9 39,6 53,7 58,4 48 61,1 55 41,6 43,3 46,6
L 45 45,3 46 46,3 50 51,7 48,3 47,3 57,7 50,3 41,3 51,7 44,3 44,3 44 43,6 41,9 41,6 43 63,1 43 57,4 44,6 43,3 40,6 42,3 51 57,7 48 56,7 56,4 42,6 43,3 46,6
V 45,6 45,6 46,6 45,6 50,3 56,7 52,3 51,7 52 48 41,6 48,3 45 46,6 45 44,3 42,6 41,9 40,9 54,7 45,3 53,7 45 44,3 40,9 41,3 53,7 56,7 47,7 61,1 54 42,6 45,6 47,7
D 48 50,3 47,7 48 44,3 41,3 44,6 44 43 43 64,8 41,6 52,3 46,3 49,3 52,7 53,4 58,4 59,7 40,3 50,3 38,9 49,7 49,3 49,3 65,1 43 39,6 47 39,6 42,6 55 52,3 50
E 50 51,7 49 50 47,3 42,6 47,3 46,6 46 43,6 55 42,6 54 48,7 53 52,7 53,4 53,7 62,1 43,3 51 41,9 52 53,4 46,3 59,7 45,6 41,9 49,3 41,3 45 55,7 52,3 50
N 48,3 49 48 48,3 46 43,6 46,6 46,6 44,3 45 54,7 43,6 51 48,3 50,7 51,7 50,3 53,7 52,3 41,3 51,3 43 50,7 49,3 51,7 54 45,6 42,3 49 42,3 44 55 51,3 50,3
Q 49,3 49,3 48 49,3 48,7 43 49 46,3 46,6 45,6 50,3 43,6 52,3 48,3 52,7 51,7 49,7 50,7 53,4 43,6 50,7 41,3 52 52 45,6 52,7 46,6 43,3 50 42,6 45,3 52 51,7 49,3
S 49,7 50 49 48,3 47,7 47,3 47,3 53 44,3 45 51 43,6 50,3 52 51 51,7 51,3 51,3 50,3 42,3 55,4 43,6 49 48,7 50,7 50,3 46,6 43,6 48,7 45 45,6 51,3 50,7 50,7
T 49,3 48,3 48 49 50 49 49,3 51,3 48 47,3 47,7 47 49 50 49,7 50,3 49 48,3 47,3 47,7 53 47,7 49 48 45 47,3 49 47,7 50 48,7 48,7 49 49,7 50,7
C 41,6 41,9 41,9 42,6 43,3 45,6 42,3 47,3 43 41,6 40,9 41,3 42,6 43,6 41,9 42,3 42,3 41,6 40,9 44,3 44 43,6 42,6 40,9 40,9 40,6 42,6 44,3 42,3 44 44,3 42,3 43 45
M 47,3 46,6 47,7 48,3 50,7 51,7 50,7 47,3 54 50 42,3 50,3 47 46,3 47 46,3 44 43,6 43,3 56 45,3 54 47,7 46,6 43,6 42,6 52,3 55,7 49,3 55 53,4 44,6 46,6 47,7
F 44 44,3 44,6 47,3 49 52,7 46 44,3 49,7 60,4 38,9 65,1 43 43 42,6 42,6 40,9 40,6 40,9 52,7 43 62,4 43,6 41,9 40,6 38,9 49,3 54 47,7 50,7 49,7 42,3 42,6 46,3
W 41,9 41,6 42,3 43,3 45,6 45,3 43 42,6 43,3 55,4 38,6 57,7 40,9 42,3 41,6 40,6 39,9 39,9 39,9 43,3 40,3 47,7 42,3 42,3 42,6 38,6 43,6 44,3 44,3 41,9 42,3 40,3 41,6 43
Y 45,3 45,6 45,3 48,3 51,3 51,7 48,3 44 49,7 68,5 43,6 70,8 45,6 43,6 45,3 45,6 43 44,6 45 50 44,6 54 46,6 45,3 41,3 44 49,7 51,7 51 48,7 48,7 45 46,6 48
H 46,6 47,3 45,6 47,7 46,3 44,6 45,6 43,3 45,6 53,4 49 52,3 49,3 45 48,3 49,3 47 49 51,3 43,3 47 43,6 48,7 47,3 45 50 45 44 50,3 41,3 44,3 49,7 48,3 48,7
K 49,3 48,7 48,7 50 48,3 44,3 51,3 46,6 45 46 49,7 44,6 51 49 52 51 49,3 50 51,3 41,3 48,7 41,6 55 56 46 51 48 41,9 49,3 42,3 43,6 52,3 54 48,7
R 48,3 47,7 48,3 50 48,7 44 53,4 44 46,3 46,6 47 45,6 49,3 47,7 52,3 50,7 47,7 48,3 49 43,6 48,7 44 55 53,4 45,6 48,3 48 43,3 49,7 42,6 44,6 51,3 52 48
P P 52,3 49 48,3 48,3 44,6 41,9 44 46,3 42,6 40,9 49 40,3 48 51 48 47,3 54 47,7 48,3 40,9 49,3 41,3 45,6 50,7 44,3 47,7 44,3 41,3 44,6 41,6 42,6 46,6 46 46
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D D D W W R G R N x R T G Q E G Y I P S N Y V E E x D S
A 53,7 49 47,7 57 55,7 54 55,4 54,4 47,7 47,7 50 49,7 48,7 53,7 47,7 50,3 55,4 47,7 47,7 54 49,3 55,7 48,7 50 47,3 48,3 47,7 50
G 47,3 51,3 54 43,6 42,6 43,3 56 43,6 44,3 45,3 49 48 59,7 45,6 43,3 72,8 40,6 39,6 44 49,3 49 40,9 40,6 45 43,6 43,6 47,7 47,3
I 41,6 41,9 39,9 43,6 46,6 45,3 46,6 43 47,3 47,7 46,6 46,6 40,3 42,3 46 37,2 53,7 59,1 44 44,6 44,3 50 58,1 43,6 45,3 50,3 43,3 45,6
L 42,6 42,6 41,6 43,6 48 47 46,3 44,6 48 48,3 47 47 42,6 43,3 46 40,9 55 55,4 40,6 43,6 42,3 50,7 55 45 45,6 49,3 44 45,6
V 42,3 43,6 41,3 40,3 44,3 46 50,3 44,6 48 48 48,3 48 42,6 42,6 46,6 40,6 51 58,4 41,3 47,7 44 48,3 60,7 45 44,6 50,3 44,3 46,6
D 59,1 53 55,7 36,9 39,3 48,7 43,6 50 48,3 48 50 50 50,3 51,7 48,3 47 40,3 38,6 46,6 47,7 53 42,6 40,6 50,3 49,7 45,3 53,7 48,7
E 55,7 51,3 52,7 40,3 41,6 51,7 43,6 54,4 47,3 49 49,7 49,7 48 55,4 53,7 44 42,3 40,9 50 48,7 50 43,6 41,9 55 54 47,3 52 49
N 56 51,7 54 36,9 39,9 48,7 46,6 50 51 49,3 50,7 51,3 51,7 51,3 48,3 50 41,9 42,6 43,6 50,3 59,7 44,6 41,9 49,3 47,3 47 53 50
Q 51,3 49,7 49,7 43,6 44,3 51 44 53,7 47,3 48,7 49,7 49 46,6 56 53 44 43,6 40,9 47 48,7 50 45,3 42,6 54 50,3 48 50 49
S 51,7 50,7 51 36,9 40,3 47,3 50,3 48,7 49,3 48 51,3 52,7 49,7 49,7 49,3 50 41,9 44,6 47,3 56 53,7 44,6 45,6 50,7 48 48 50 51,7
T 49 47,7 47 40,3 44 48 47,7 48 49,3 48,3 51,3 54,4 46 47,7 49,3 43,6 46 48 47,3 53 51,7 47,3 49,7 50 47,7 48,7 48,3 50
C 41,9 42,3 41,3 33,6 39,6 41,3 45,6 41,6 47 43 46,3 46 42,6 40,9 41,9 40,3 40,9 43,3 37,6 47 44 43 45,3 42,6 41,3 43,3 41,9 43,3
M 44 45 44 43,6 47,3 48,3 47,7 47,3 48,3 49,3 48 47,7 45 47 48 44 52,7 53,7 44 45,6 45 50 53,7 46,6 47,3 50,3 46 47
F 41,3 41,3 41,6 53,7 54 45,6 44 42,6 46,6 45,6 46,3 46,6 41,6 40,9 44,3 40,6 57 57,7 40,6 44 43,3 59,7 50,7 42,3 43,6 47,7 42,6 44,3
W 38,9 40,6 40,9 100 78,9 44,3 42,6 42,3 40,6 41,6 45 43,3 41,6 41,9 43 43,6 57 45,6 40,3 39,9 38,6 54,7 41,9 42,3 41,6 44 40,6 40,6
Y 44,3 44 45 60,7 59,4 48,7 43,3 47 47,7 47,3 47,7 47,3 42,6 46 46,6 40,6 57,4 52,7 40,6 44,3 44 67,1 48 45,6 45,6 49,3 45,3 45,6
H 50,3 47,7 50,7 40,6 43,6 47,7 42,6 49,7 48,7 48,3 48,3 47,3 46 50,7 47,7 43,6 45 41,9 43,6 46 49,7 52,3 41,9 48,3 47 46,6 48,7 48,3
K 50 49,7 48,3 43,6 44 53,4 44,3 55,7 47,3 49 50,7 48,7 47,3 54,7 51,7 43,6 42,6 41,6 47 48 49,7 46 44,3 52,3 50,3 48 51 48
R 48,3 48 47,3 43,6 44,3 53,7 43,3 58,1 48 49 51,3 48 47,3 54 52,7 43,6 44 42,6 43,6 47 49 47 45,3 52 48,7 48,3 50,3 48,7
P P 47,7 48 46 40,3 40,6 45,3 43,6 45,6 44 45 47,7 47 44 47,7 47 43,6 41,3 41,6 78,5 46,3 46,6 40,9 41,3 46,6 54 44,6 47 48
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Fig. C.1 – Matrice simplifie´e de de´finition du motif des domaines SH3. Le motif SH3 a la re´fe´rence
PS50002 dans la base de donne´es PROSITE (Sigrist et al., 2002). Cette matrice permet de calculer le score
de n’importe quelle se´quence prote´ique pour de´terminer s’il s’agit d’un domaine SH3. Sur cette figure,
les valeurs de score, obtenues statistiquement a` partir d’un jeu initial de domaines reconnus comme e´tant
de type SH3, ont e´te´ remplace´es pour une facilite´ de lecture par un code de couleur. En haut de la figure
est note´e la se´quence consensus. Pour chaque position au sein d’un domaine SH3, les acides amine´s les
plus fre´quemment rencontre´s (et donc les plus probables) sont note´s en orange. On retrouve en rouge les
acides amine´s les plus conserve´s.
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Annexe D
Donne´es RMN
Dans les pages suivantes sont pre´sente´es les attributions du domaine SH3 de RasGAP telles
qu’elles ont e´te´ de´termine´es par M. Yinshan Yang. La nomenclature utilise´e est celle propose´e
par IUAPC (1998), et rappele´e sur la figure D.1.
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Fig. D.1 – Nomenclature des atomes des acides amine´s (d’apre`s IUAPC, 1998).
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D.1 Attributions 1H du domaine SH3275-350
H Hα Hβ Other H
P1 4.42 2.26, 2.26 Hγ 1.98, 1.89; Hδ 3.82, 3.62
E2 8.44 4.51 2.01, 1.85 Hγ 2.30, 2.30
P3 4.46 2.26, 2.26 Hγ 2.00, 1.87; Hδ 3.80, 3.68
V4 8.31 4.07 2.35
E5 8.60 4.49 2.03, 1.93 Hγ 2.24, 2.24
D6 8.45 4.66 2.70, 2.60
R7 8.25 4.33 1.69, 1.69 Hγ 1.55, 1.55; Hδ 3.19, 3.19
R8 8.66 4.25 1.89, 1.89 Hγ 1.73, 1.73; Hδ 3.14, 2.92; Hǫ, 7.99
R9 8.58 5.60 1.68, 1.68 Hγ 1.58, 1.58; Hδ 3.16, 3.16
V10 8.23 5.14 1.89
R11 9.20 5.68 1.65, 1.50 Hγ 1.39, 1.39; Hδ 3.24, 3.13
A12 9.40 4.90
I13 9.20 4.36 2.10 Hγ1 1.90,
L14 7.84 4.62 1.81, 1.74 Hγ 1.56
P15 4.63 2.41, 2.41 Hγ 2.08, 2.02; Hδ 3.77, 3.58
Y16 7.00 4.93 3.66, 3.37 Hδ1 7.13; Hδ2 7.13; Hǫ1 7.03
T17 7.15 4.30 3.54
K18 8.22 4.63 1.86, 1.78 Hγ 1.38, 1.38; Hδ 1.59, 1.59; Hǫ 2.93, 2.93
V19 8.28 4.09 1.87
P20 4.21 2.26, 2.03 Hγ 1.93, 1.81; Hδ 3.95, 3.66
D21 8.94 4.37 2.92, 2.84
T22 7.34 5.23 4.34
D23 8.97 5.05 3.33, 2.63
E24 7.73 2.37, 2.00 Hγ 2.60, 2.60
I25 8.75 4.69 1.59 Hγ1 1.48,
S26 8.85 4.93 4.20, 3.84
F27 9.59 3.45, 2.99 Hδ1 6.85; Hǫ1 6.97
L28 7.90 4.13 2.26, 2.26 Hγ 2.14
K29 8.18 4.62 1.74, 1.68 Hγ 1.34, 1.24; Hδ 1.10, 1.10; Hǫ 3.40, 3.02
G30 8.66 3.41, 4.46
D31 7.95 4.37 2.63, 2.00
M32 8.23 5.17 1.98, 1.85 Hγ 2.60, 2.46
F33 9.02 5.74 2.61, 2.40
I34 8.19 4.61 1.52 Hγ1 0.86
V35 8.43 3.92 1.97
H36 9.36 3.34, 3.25 Hδ2 6.87; Hǫ1 7.66
H37 7.97 5.02 2.81, 2.66 Hδ2 6.74, 7.42
E38 8.82 4.48 1.95, 1.95 Hγ 2.16, 2.16
L39 8.55 4.73 1.84, 1.70 Hγ 1.56
E40 8.16 4.37 2.10, 2.00 Hγ 2.35, 2.35
D41 8.95 4.40 3.06, 2.95
G42 8.39 4.02, 3.59
W43 7.39 5.02 3.33, 3.24 Hδ1 7.36; Hǫ3 6.74; Hη2, 7.19; Hζ2 7.45; Hζ3 6.74; Hǫ1, 10.18
M44 9.45 5.02 1.92, 1.65 Hγ 2.32, 2.27
W45 8.87 5.14 3.43, 3.08 Hδ1 6.88; Hǫ3 7.52; Hη2 7.26; Hζ2 7.40; Hζ3 7.09; Hǫ1 10.28
V46 8.81 5.54 2.12
T47 8.23 5.05 3.92
H48 8.93 4.47 3.43, 2.42 Hδ2 6.35, 7.48
L49 8.95 4.12 1.58, 1.58 Hγ 1.45
R50 8.60 4.26 1.90, 1.75 Hγ 1.45, 1.35
T51 6.98 4.35 4.22
D52 8.75 4.34 3.04, 2.68
Tab. D.1: ...suite page suivante
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H Hα Hβ Other H
E53 7.55 4.38 2.00, 1.91 Hγ 2.32, 2.25
Q54 8.38 5.74 2.00, 1.94 Hγ 2.55, 2.42; Hǫ2 6.78, 7.31
G55 7.93 3.74, 3.74
L56 7.80 5.46 1.76, 1.76 Hγ 1.39
I57 8.91 4.71 1.35 Hγ1 0.68, 0.48
V58 7.58 4.13 0.30
E59 8.22 3.65 2.06, 1.89 Hγ 2.26, 2.26
D60 7.43 4.28 2.59, 1.64
L61 7.27 4.45 2.15, 1.64 Hγ 1.37
V62 7.52 5.46 1.76
E63 8.98 4.91 2.03, 1.87 Hγ 2.32, 2.32
E64 8.69 4.26 2.02, 1.90 Hγ 2.33, 2.29
V65 8.05 4.09 1.88
G66 8.68 4.13, 3.90
R67 8.46 4.27 1.83, 1.74 Hγ 1.62, 1.62; Hδ 3.18, 3.18
E68 8.72 4.23 2.02, 1.88 Hγ 2.22, 2.22
E69 8.31 4.21 2.00, 1.86 Hγ 2.21, 2.21
D70 8.48 4.90 2.71, 2.50
P71 4.42 2.32, 2.14 Hγ 1.92, 1.82; Hδ 3.63, 3.49
H72 8.54 4.59 3.19, 3.13 Hδ2 7.14; Hǫ1 8.12
E73 8.26 4.22 2.02, 1.99 Hγ 2.20, 2.20
G74 8.53 3.92, 3.92
K75 8.12 4.35 1.83, 1.72 Hγ 1.38, 1.38; Hδ 1.64, 1.64; Hǫ 2.96, 2.96
I76 7.80 4.05 1.79 Hγ1 1.39,
Tab. D.1: 275-350
D.2 Attributions 1H du domaine SH3279-342
H Hα Hβ Other H
E5 8.49 4.28 2.00, 1.90 Hγ 2.21, 2.21
D6 8.93 4.73 2.72, 2.59
R7 8.6 4.35 1.88, 1.88 Hγ 1.70, 1.70; Hδ 3.21, 3.11; Hǫ 7.55
R8 8.65 4.27 1.74, 1.74 Hγ 1.38, 1.38; Hδ 3.15, 2.93; Hǫ, 8.03
R9 8.59 5.60 1.68, 1.68 Hγ 1.57, 1.57; Hδ 3.16, 3.03; Hǫ, 7.36
V10 8.27 5.14 1.88
R11 9.20 5.69 1.68, 1.51 Hγ 1.41, 1.41; Hδ 3.24, 3.13; Hǫ, 7.33
A12 9.42 4.90
I13 9.20 4.36 2.10 Hγ1 1.90
L14 7.84 4.62 1.81, 1.74 Hγ 1.56
P15 4.63 2.41, 2.41 Hγ 2.08, 2.02; Hδ 3.77, 3.58
Y16 7.00 4.93 3.66, 3.37 Hδ1 7.13; Hǫ1 7.03
T17 7.15 4.30 3.53
K18 8.22 4.63 1.86, 1.78 Hγ 1.38, 1.38; Hδ 1.59, 1.59; Hǫ 2.93, 2.93
V19 8.27 4.09 1.87
P20 4.21 2.26, 2.03 Hγ 1.93, 1.81; Hδ 3.95, 3.66
D21 8.94 4.37 2.92, 2.84
T22 7.34 5.23 4.34
D23 8.97 5.05 3.33, 3.63
E24 7.73 2.37, 2.00 Hγ 2.60, 2.60
I25 8.75 4.69 1.59 Hγ1 1.48
S26 8.83 4.93 4.20, 3.84
F27 9.59 3.45, 2.99 Hδ1 6.85; Hǫ2 6.97
L28 7.90 4.13 2.26, 2.26 Hγ 2.14
Tab. D.2: 279-342 (suite page suivante)
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H Hα Hβ Other H
K29 8.18 4.62 1.74, 1.68 Hγ 1.34, 1.24; Hδ 1.10, 1.10; Hǫ 3.40, 3.02
G30 8.66 3.41, 4.46
D31 7.95 4.37 2.63, 2.00
M32 8.23 5.17 1.98, 1.85 Hγ 2.60, 2.46
F33 9.02 5.74 2.61, 2.40 Hδ1 6.74 Hǫ1 6.68; Hζ 6.05
I34 8.19 4.61 1.52 Hγ1 0.86
V35 8.43 3.92 1.97
H36 9.36 3.34, 3.25 Hδ2 6.75; Hǫ1 6.05
H37 7.97 5.02 2.81, 2.66 Hδ2 6.75, 7.44
E38 8.83 4.48 1.95, 1.95 Hγ 2.16, 2.16
L39 8.58 4.73 1.84, 1.70 Hγ 1.56
E40 8.20 4.37 2.10, 2.00 Hγ 2.35, 2.35
D41 8.92 4.40 3.06, 2.95
G42 8.38 4.02, 3.59
W43 7.39 5.02 3.33, 3.24 Hδ1 7.36; Hǫ3 7.39; Hη2 7.19; Hζ2 7.45; Hζ3 6.74; Hǫ1 10.18
M44 9.45 5.02 1.92, 1.65 Hγ 2.32, 2.27
W45 8.88 5.14 3.43, 3.08 Hδ1 6.88; Hǫ3 7.09; Hη2, 7.26; Hζ2 7.40; Hζ3 7.09; Hǫ1 10.28
V46 8.83 5.54 2.12
T47 8.25 5.05 3.92
H48 8.96 4.47 3.43, 2.42 Hδ2 6.36, 7.48
L49 8.95 4.12 1.58, 1.58 Hγ 1.45
R50 8.58 4.25 1.90, 1.75 Hγ 1.42, 1.35; Hδ 2.99, 2.99
T51 6.98 4.35 4.22
D52 8.75 4.34 3.04, 2.68
E53 7.56 4.38 2.00, 1.91 Hγ 2.32, 2.25
Q54 8.41 5.74 2.00, 1.94 Hγ 2.55, 2.42; Hǫ2, 6.79, 7.34
G55 7.91 3.74, 3.74
L56 7.8 5.46 1.76, 1.76 Hγ 1.39
I57 8.91 4.71 1.35 Hγ1 0.68, 0.48
V58 7.62 4.10 0.30
E59 8.21 3.65 2.06, 1.89 Hγ 2.26, 2.26
D60 7.45 4.28 2.59, 2.22
L61 7.27 4.45 2.15, 1.64 Hγ 1.37
V62 7.52 5.46 1.76
E63 8.98 4.91 2.03, 1.87 Hγ 2.32, 2.32
E64 8.71 4.26 2.02, 1.90 Hγ 2.33, 2.29
V65 8.08 4.12 1.88
G66 8.54 4.09, 3.92
R67 8.38 4.38 1.87, 1.74 Hγ 1.63, 1.63; Hδ 3.08, 3.08; Hǫ 7.30
E68 8.38 4.09 2.02, 1.86 Hγ 2.18, 2.18
Tab. D.2: 279-342
D.3 Attributions 15N/1H du domaine SH3
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SH3 seul SH3 + peptide SP10
N H Nǫ1 Hǫ1 Nδ/ǫ2 Nδ/ǫ22 Nδ/ǫ22 N H Nǫ1 Hǫ1 Nδ/ǫ2 Nδ/ǫ22 Nδ/ǫ22
D6 122.73 8.48 122.88 8.47
R7 120.71 8.35 120.76 8.34
R8 121.31 8.42 121.53 8.43
R9 122.56 8.49 122.65 8.48
V10 111.48 8.13 111.41 8.12
R11 120.88 9.12 120.88 9.12
A12 127.19 9.28 127.21 9.28
I13 119.87 9.11 119.81 9.10
L14 123.14 7.72 123.11 7.73
P15
Y16 117.31 7.81 117.31 7.82
T17 124.60 7.02 124.58 7.02
K18 123.37 8.18 123.37 8.18
V19 126.76 8.18
P20
D21 114.90 8.79 115.03 8.80
T22 106.10 7.23 105.95 7.25
D23 117.35 8.87 117.09 8.90
E24 119.61 7.61 119.58 7.65
I25 108.89 6.92 108.81 6.91
S26 117.48 8.70 117.47 8.72
F27 115.99 8.85 116.02 8.87
L28 121.14 8.66 121.16 8.67
K29 119.45 8.04 119.45 8.04
G30 115.32 8.56 115.30 8.56
D31 122.19 7.83 122.17 7.84
M32 119.50 8.11 119.50 8.11
F33 116.95 8.91 116.91 8.91
I34 118.09 8.10 118.13 8.09
V35 124.80 8.29 124.77 8.28
H36 126.97 9.23 126.95 9.16
N37 111.98 7.86 111.52 7.30 6.62 111.96 7.83 111.02 7.22 6.54
E38 123.32 8.67 123.57 8.69
L39 125.71 8.46 125.72 8.42
E40 117.65 8.06 118.08 8.08
D41 116.47 8.81 116.20 8.80
G42 104.45 8.26 104.41 8.27
W43 119.68 7.29 129.03 10.07 119.79 7.35 128.89 10.06
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SH3 seul SH3 + peptide SP10
N H Nǫ1 Hǫ1 Nδ/ǫ2 Nδ/ǫ22 Nδ/ǫ22 N H Nǫ1 Hǫ1 Nδ/ǫ2 Nδ/ǫ22 Nδ/ǫ22
M44 118.53 9.32 118.60 9.31
W45 122.98 8.74 129.00 10.19 122.98 8.73 129.04 10.20
V46 120.61 8.72 120.63 8.69
T47 113.04 8.12 113.08 8.10
N48 109.88 7.37 6.29 124.27 8.82 109.82 7.39 6.25
L49 126.65 8.84 126.65 8.84
R50 119.26 8.49 119.26 8.49
T51 105.20 6.86 105.21 6.87
D52 119.83 8.66 119.88 8.66
E53 117.55 7.46 117.53 7.45
Q54 118.82 8.27 111.64 7.24 6.64 118.91 8.27 111.58 7.22 6.63
G55 108.50 7.81 108.45 7.80
L56 119.28 7.70 118.99 7.74
I57 114.03 8.79 113.94 8.77
V58 119.91 7.44 119.33 7.41
E59 122.86 8.10 122.58 8.14
D60 114.45 7.34 114.47 7.36
L61 116.32 7.16 116.28 7.18
V62 109.78 7.44 109.76 7.44
E63 116.24 8.88 116.19 8.87
E64 121.56 8.59 121.64 8.59
V65 122.82 7.94 122.79 7.94
G66 113.26 8.53 113.28 8.53
R67 120.72 8.30 120.69 8.30
E68 121.32 8.58 121.36 8.58
E69 121.18 8.21 121.22 8.20
D70 122.99 8.36 122.95 8.35
P71
H72 118.52 8.45 118.49 8.45
E73 121.18 8.19 121.17 8.18
G74 110.11 8.41 110.09 8.40
K75 120.68 7.95 120.69 7.95
I76 122.56 8.13 122.00 8.08
L77 126.81 8.12 126.83 8.11
Q78 111.94 7.44 6.72 111.95 7.44 6.72
Tab. D.3: Attributions 15N/1H du domaine SH3. Les lignes en gris
correspondent aux acides amine´s implique´s dans l’interaction avec
le peptide SP 10.
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Annexe E
Dynamique mole´culaire
E.1 Lancement d’une dynamique mole´culaire, en utilisant Dis-
cover
E.1.1 Pre´paration des fichiers
Nous avons utilise´ le program Discover, installe´ au Cines sur la machine Athena (SGI Origin
3800, 256 processeurs, 128 Go de me´moire)
– 〈job〉.car : Description de la mole´cule, a` l’e´tat initial (positions des atomes)
– 〈job〉.mdf : Fichier comple´mentaire de description (liaisons, charges)
– 〈job〉.inp : Protocole de minimisation / dynamique
– 〈job〉.para.lsf : Script de paralle´lisation
– 〈job〉.csh : Script de lancement de Discover. Pour cre´er ce fichier, il faut avoir les 4 premiers
fichiers ci-dessus, se placer dans le shell csh, exe´cuter source /usr/oem/accelrys/cshrc
et lancer discover 〈job〉. On choisit ensuite les diffe´rentes options, et on ne lance pas
directement le job. Le fichier 〈job〉.csh est alors cre´e´.
Pour soumettre l’exe´cution du job, il faut juste taper bsub < 〈job〉.para.lsf
E.1.2 Protocoles de dynamique mole´culaire
Dynamique mole´culaire dans le vide
1 IGRPCK = 0
DEMAX=5000.
De´but de la simulation
begin simulation
* add-automatic bond torsion valence out-of-plane
5
set dielectric = 4.000000
Cette ligne ajuste la valeur de la constante die´lectrique ǫ pour la simulation. La dynamique dans
le vide peut eˆtre ame´liore´e artificiellement par un choix de cette valeur a` 4, ce qui se rapproche
de la valeur de ǫ dans une solution aqueuse.
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dseed = 954321
La premie`re e´tape de ce protocole consiste a` minimiser la structure une premie`re fois...
10 Minimize
* no cross terms
* no morse
* for 9000 iterations
* using VA09A
15 * until the maximum derivative is less than 0.001000000 kcal/A
...avant de commencer la dynamique proprement dite.
La dynamique est lance´e sur 5000 pas de 1 fs, soit 5 ps.
initialize dynamics
* at 300 K
* for 5000 steps of 1.0 fs
* with no cross terms and no morse functions
20 * write history file every 100 steps
* write averages every 100 steps
jfile=1
lastjfile = 150
25 lop resume dynamics
* at 300 K for 5000 steps
* with no cross terms and no morse functions
* write averages every 5000 steps
Apre`s l’e´volution, la structure est a` nouveau minimise´e en utilisant deux algorithmes successi-
vements (Steepest descent, puis Conjugate gradient).
minimize using steepest descent for 250 steps
30 * with no cross terms and no morse functions
* until the maximum derivative is less than 5.0 kcal
minimize using conjugate gradient for 2250 steps
* with no cross terms and no morse functions
minimize using conjugate gradient for 2250 steps
35
archive as file number jfile
jfile = jfile + 1
log energy summary
40
if jfile .le. lastjfile then lop
end
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Dynamique mole´culaire en boˆıte d’eau
more sh3chem150w.inp
1 IGRPCK = 0
DEMAX=5000.
MXATM = 30000
MXGRP = 30000
Etant donne´ le nombre tre`s important de mole´cules en pre´sence, il est ne´cessaire d’utiliser un
cutoff pour les calculs d’e´nergie.
5 cutoff = 19.0000
cutdis = 18.0000
swtdis = 1.5
overlap = 0.01
10 begin simulation
* add-automatic bond torsion valence out-of-plane
La constante die´lectrique ǫ est ici re´gle´e a` 1, le solvant e´tant ici explicite.
set dielectric = 1.000000
dseed = 954321
Le protocole de dynamique/minimisation est le meˆme que pre´cedemment. On augmente cepen-
dant les nombres d’ite´rations.
15 minimize using steepest descent for 1000 steps
* with no cross terms and no morse functions
* until the maximum derivative is less than 5.0 kcal
Minimize
* no cross terms
20 * no morse
* using conjugate gradients for 100000 cycles
* until the maximum derivative is less than 0.001000000 kcal/A
initialize dynamics
25 * at 300 K
* for 5000 steps of 1.0 fs
* with no cross terms and no morse functions
* write history file every 100 steps
* write averages every 100 steps
30 jfile=1
lastjfile = 150
lop2 resume dynamics
* at 300 K for 5000 steps
35 * with no cross terms and no morse functions
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* write averages every 5000 steps
minimize using steepest descent for 1000 steps
* with no cross terms and no morse functions
40 * until the maximum derivative is less than 5.0 kcal
minimize using conjugate gradient for 2250 steps
* with no cross terms and no morse functions
minimize using conjugate gradient for 2250 steps
45 archive as file number jfile
jfile = jfile + 1
log energy summary
50 if jfile .le. lastjfile then lop2
end
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Abbre´viations et glossaire
A
ADN Acide De´oxyriboNucle´ique (en anglais : DNA), p. 251.
anti-oncoge`ne Voir ge`ne suppresseur de tumeur, p. 28.
ARN Acide RiboNucle´ique (en anglais : RNA), p. 251.
ARNm ARN messager.
ATP Adenosine Tri Phosphate.
auxotrophique se dit d’un organisme rendu de´pendant de la pre´sence dans son environnement
d’un me´tabolite vital. Habituellement, ce type de ge´notype est obtenu par inactiva-
tion d’un ge`ne (de ses deux alle`les dans le cas d’un organisme diplo¨ıde) de la voie
biosynthe´tique de ce me´tabolite. S’oppose a` prototrophique., p. 102.
B
BOP benzotriazol-1-yloxytris(dimethylamino) phosphonium hexafluorophosphate, p. 222.
C
cytostatique Compose´ dont l’action sur des cellules empeˆche leur division : s’oppose a` cyto-
toxique., p. 35.
cytotoxique Compose´ dont l’action sur les cellules est toxique : s’oppose a` cytostatique, p. 33.
D
DCC dicyclohexylcarbodiimide, p. 222.
DIEA N,N-diisopropylethylamine, p. 222.
DMSO Dime´thyl sulfoxyde, p. 232.
DNA voir ADN, p. 251.
domaine Un domaine prote´ique est un petit module dont la structure secondaire ne de´pend
pas des autres parties d’une prote´ine. Les domaines sont bien souvent les briques
de constitution des prote´ines, et constituent des traces de l’e´volution des prote´ines.
Une prote´ine compose´e de plusieurs domaines est ainsi tre`s probablement le produit
de la juxtaposition de prote´ines mono-domaines. Les diffe´rents domaines d’une telle
prote´ine sont responsables d’activite´s e´le´mentaires, la fonction globale de la prote´ine
e´tant obtenue par la juxtaposition de ces diffe´rentes activite´s. Dans le texte les
domaines sont note´s comme cela : domaine SH3, p. 63.
DTT dithiotreitol, p. 179.
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E
EGF Endothelial Growth Factor, p. 252.
EGFR EGF-Receptor.
ELISA Enzyme Linked Immuno-Sorbent Assay , p. 78.
F
Fmoc 9-fluorenylmethoxycarbonyl, p. 222.
G
ge`ne suppresseur de tumeur Ge`ne dont l’activite´ empeˆche l’apparition de tumeur. Il doit ne´-
cessairement eˆtre inactive´ pour qu’une cellule devienne tumorale., p. 28.
GPCR G-Protein Coupled Receptor : re´cepteur Couple´ aux petites Prote´ines G (ou RCPG).
Ces re´cepteurs comportent un fragment extracellulaire permettant la fixation du
ligand, sept he´lices transmembranaires et un fragment intracellulaire assurant la
transduction du signal et l’activation de petites prote´ines G (Gether & Kobilka,
1998, Ji et al., 1998, Lefkowitz, 1998)., p. 57.
GTP Guanidine Tri Phosphate.
H
HATU Hexafluorophosphate (o-(7-azabenzo- triazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium.
HBTU Hydroxybenzotriazoyluronium hexafluorophosphate.
HMP 4-Hydroxymethylphenoxyacetyl-4’-methylbenzyhydrylamine (re´sine pour la synthe`se
peptidique en phase solide, re´sine de Wang), p. 222.
HOBt hydroxybenzotriazole, p. 222.
homologue Ge`nes paralogues : Ge`nes homologues identiques (codant pour une meˆme prote´ine)
au sein d’espe`ces diffe´rentes. Exemple : hs RasGAP (homme) etmm RasGAP (souris).
Ge`nes orthologues : ge`nes homologues issus de duplication de ge`nes, au sein d’une
meˆme espe`ce. Exemple : les ge`nes Aurora-A, -B et -C , chez l’homme., p. 45.
HPLC High Pressure Liquid Chromatography, chromatographie, p. 229.
HSQC Heteronuclear Single Quantum Correlation, p. 174.
I
IRM Imagerie par Re´sonance Magne´tique nucle´aire (en anglais MRI).
N
NCBI National Center for Biotechnology Information, Bethesda, MD, USA, p. 15.
NMP N-methylpyrrolidone-2, p. 222.
NOE Nuclear Overhauser Effect , p. 183.
NOESY NOE-SpectroscopY , p. 183.
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O
oncoge`ne Ge`ne qui lorsqu’il est exprime´ dans une cellule provoque l’apparition d’une tumeur.,
p. 28.
P
PET-scan Positron Emission Tomography : tomographie par e´mission de positon. Technique
d’imagerie tre`s adapte´e a` la visualisation de tumeurs et de me´tastases, meˆme de
petite taille. Du glucose marque´ 18F (radio-isotope e´mettant des positons) est admi-
nistre´ au patient, et va eˆtre re´parti dans l’ensemble du corps par voie sanguine. Il va
se fixer pre´fe´rentiellement sur les zones de forte activite´ me´tabolique, et marque donc
les tumeurs de fac¸on relativement spe´cifique. L’e´mission de positons est de´tecte´e par
un de´tecteur de rayonnements gamma provenant de l’annihilation des positons de`s
qu’ils sont e´mis.
proto-oncoge`ne Ge`ne dont une de´re´gulation ou une mutation peut provoquer l’apparition
d’une tumeur (voir oncoge`ne)., p. 29.
prototrophique se dit d’un organisme dont la survie ne de´pend pas de la pre´sence d’un nutri-
ment donne´ dans son environnement. S’oppose a` auxotrophique, p. 114.
PyBOP benzotriazole-1-yl-oxy-tris-pyrrolidino-phosphonium hexafluorophosphate.
R
RCPG Re´cepteur Couple´ aux petites Prote´ines G (voir GPCR), p. 58.
RNA voir ARN, p. 251.
S
shRNA short hairpin RNA.
siRNA small interfering RNA.
T
TFA Tri-Fluoro acetic Acid .
V
VEGF Vascular Endothelial Growth Factor, p. 253.
VEGFR VEGF-Receptor.
X
X-Gal 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galactoside
O
OH
OH
OH
O
N
H
Cl
Br
OH
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X-Gal est un sucre dont le clivage par la β-galacosidase produit un compose´ bleu a`
fort pouvoir colorant., p. 109.
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Strate´gie
Un beau dessin valant bien un long discours, voici un petit sche´ma re´sumant la strate´gie que nous
avons choisie. Nous sommes actuellement a` l’e´tape 6... Je souhaite bon courage a` mes successeurs sur ce
sujet.
8
Find effective, safe, synthesizable compound.
Patent, Sell and Earn many $7
6 Retry many times
Synthesize compounds and evaluate their activity5
Quantitate interaction, to predict activity of new compounds4
Develop inhibitor structures that fit active site model 
and dock into it
3
1 Determine ligand or receptor of interest
Retire to Hawai9
Build model of active site of the receptor
(model protein and focus on active site or build pharmacophore)2
Decide what to do with that money : retry or retire
Fig. E.1 – «How to get rich using drug design » (d’apre`s «Guide to Rational (Computer-Aided)
Drug Design », by Lisa M. Balbes, 1992)
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Conception d’inhibiteurs du domaine SH3 de la prote´ine RasGAP a` acti-
vite´ anti-tumorale potentielle
Je´roˆme Samson
Laboratoire de Pharmacochimie Mole´culaire et Cellulaire ✹✺ rue des Saints-Pe`res
inserm u✻✹✽ – cnrs fre ✷✼✶✽ – Universite´ Paris 5 ✼✺✵✵✻ Paris
L’objectif de cette the`se consiste a` inhiber la voie de signalisation lie´e aux prote´ines Ras, tre`s fre´quemment implique´e
dans les tumeurs humaines, en concevant des inhibiteurs d’interactions prote´ine-prote´ine. Au sein de cette voie, la
prote´ine RasGAP joue un roˆle particulier, a` la fois re´gulateur ne´gatif et effecteur de Ras.
La cible the´rapeutique constitue´e par le domaine SH3 de la prote´ine RasGAP avait de´ja` e´te´ identifie´e par plusieurs
e´quipes (Tocque´ et al., 1997). Plus re´cemment, notre laboratoire a comple´te´ ces travaux par l’identification des prote´ines
Aurora comme partenaires de RasGAP-SH3. En collaboration avec Aptanomics, en mettant en œuvre la technique des
aptame`res peptidiques, nous avons apporte´ une nouvelle validation de cette cible : nous avons obtenu par un crible
double-hybride de nouvelles prote´ines synthe´tiques (aptame`res) interagissant spe´cifiquement avec le domaine SH3 de
RasGAP, et dont l’expression dans des cellules tumorales provoque une diminution de la capacite´ a` former des colonies
et de la viabilite´ cellulaire.
Afin d’amorcer une de´marche de conception rationnelle d’inhibiteurs de ce SH3, nous avons synthe´tise´ les peptides
expose´s a` la surface de ces aptame`res et responsables de leur interaction avec RasGAP-SH3. Nous avons ensuite mesure´
l’affinite´ de ces peptides pour RasGAP-SH3 par anisotropie de fluorescence. Nous avons ainsi obtenu un peptide cyclique
dont l’affinite´ pour le domaine SH3 est de l’ordre de quelques centaines de nanomolaire, et dont nous avons de´termine´
l’empreinte sur ce domaine enrichi en 15N par RMN, en nous appuyant sur la structure du domaine, de´ja` re´solue au
laboratoire (Yang et al., 1994).
Les donne´es structurales que nous avons obtenues devraient permettre, dans un court de´lai, de proposer des
modifications de ces peptides, afin d’augmenter l’affinite´ de nos inhibiteurs et de les vectoriser pour leur confe´rer une
activite´ sur cellules tumorales en culture. Enfin, ces peptides, rendus fluorescents par leur couplage a` un fluorophore,
vont eˆtre utilise´s comme ligands de re´fe´rence dans un crible de chimiothe`que a` haut de´bit, afin de de´couvrir de petites
mole´cules inhibitrices du domaine SH3 de RasGAP.
Design and identification of RasGAP-SH3 domain inhibitors exhibiting potential
antitumoral activity
This work aims at the inhibition of the Ras signaling pathway by protein-protein interaction targeted drug design.
Within this frequently implicated in human tumors pathway, the RasGAP protein plays two apparently contrary roles,
both as a negative regulator and a positive Ras effector.
The SH3 domain of RasGAP has already been identified by independent teams as a relevant therapeutic target
(Tocque´ et al., 1997). More recently, we have brought a new evidence of this relevance by the identification of Aurora
kinases as RasGAP-SH3 binding partners. In the present work in collaboration with Aptanomics, by the use of peptide
aptamers, we bring a new validation of this target. Using a yeast two-hybrid screening, we have discovered new synthetic
proteins (aptamers) specifically interacting with RasGAP-SH3 domain. Moreover, the expression of these aptamers in
tumoral cultured cells leads to antitumoral-like phenotypes : colony forming capacity and cell viability decrease.
This aptamers representing only the first step towards rational design of small molecule inhibitors of RasGAP-SH3,
we have then synthesized peptides derived from aptamers variable loops which are responsible for their interaction
with the SH3 domain, and evaluated their affinity by fluorescence anisotropy experiments. To date, our best molecule
is a sub-micromolar-affinity cyclic peptide. Using 15N-enriched purified SH3 domain and its previously solved structure
(Yang et al., 1994), we have determined by NMR spectroscopy the binding fingerprint of this molecule on our target.
This structural data should lead within a short time to modifications of our peptide inhibitors, in order to increase
their affinity, solubility and cell-penetrating capacity. These molecules would then be subjected to in vitro and in
vivo evaluation of their anti-tumoral activity. In the meanwhile, the fluorescently-labeled peptides we have synthesized
will be used as reference competitors during fluorescence anisotropy-based chemical libraries screenings. Both rational
and screening approach will certainly soon lead to the identification of small molecule-inhibitors of the RasGAP-SH3
domain.
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